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Os objetivos do presente estudo foram analisar a microbiota 
endodôntica em dentes que se apresentavam com necrose pulpar e abscesso 
periapical; investigar a presença de enterococos, fungos e enterobactérias na 
saliva e nos canais radiculares; e, determinar in vitro a suscetibilidade 
antimicrobiana de bactérias anaeróbias estritas isoladas com método de E-test e 
produção de β-Lactamases. Coletas microbiológicas de 30 canais radiculares e 30 
amostras de saliva dos mesmos pacientes foram processadas e identificadas 
empregando-se métodos de cultura microbiana e testes bioquímicos. Análise 
estatística foi realizada através dos testes Qui-quadrado de Pearson ou de Fisher.  
Dos 159 microrganismos isolados nos canais radiculares, predominaram 
anaeróbios estritos e bactérias Gram-positivas, sendo Peptostreptococcus micros 
a espécie mais freqüentemente isolada. Fungos, enterobactérias e enterococos 
foram pouco isolados dos canais radiculares, sendo mais freqüentemente 
observados em amostras de saliva. Associações de espécies e sinais e sintomas 
de origem endodôntica foram encontrados. Penicilina G, amoxicilina, amoxicilina + 
ácido clavulânico, metronidazol foram bastante efetivos frente aos microrganismos 
testados. Todas as cepas de P. buccae, P. intermedia/nigrescens, P. disiens, P. 
micros e P. propionicum foram sensíveis à amoxicilina e ao metronidazol. F. 
nucleatum demonstrou ser bastante resistente aos antibióticos lactâmicos. 
Observou-se proporção variável de cepas capazes de produzir lactamases. Os 
resultados sugerem que a infecção endodôntica primária associada a casos 
sintomáticos é mista, com predomínio de anaeróbios estritos. A presença de 
fungos, enterococos e enterobactérias não foi significativa tanto nos canais 
radiculares quanto nas amostras de saliva. Os antibióticos testados mostraram-se 
efetivos, no entanto resistência microbiana foi detectada em taxas variáveis de 
acordo com a espécie estudada.  
PALAVRAS-CHAVES: microrganismos, canal radicular, infecção primária, 





The aim of the present study was to analyze the endodontic microbiota of teeth 
with pulp necrosis and spontaneous pain; detect the presence of enterococci, fungi 
and enteric bacteria in saliva and root canals; and, to determine, in vitro the 
antimicrobial sensitivity of anaerobic isolates by E-test and β-lactamasis 
production. Thirty samples were collected from both root canals and saliva, and 
processed using strict microbiological techniques. Statistical analysis was 
performed with Persons X2 test or Fisher’s Exact Test, as appropriated.  A hundred 
and fifty nine strains were isolated from the root canals, with a predominance of 
strict anaerobes and gram-positive bacteria, and Peptostreptococcus micros was 
the most frequently isolated species. Fungi, enterobacteria and enterococci were 
seldom found in root canals. There were no Enterobacteria in both places. Positive 
associations between specific species and signs and symptoms of endodontic 
origin were present. Penicillin G, amoxicillin, amoxicilin + clavulanate, and 
metronidazole were effective against the tested microorganisms. All strains of P. 
buccae, P. intermedia/nigrescens, P. disiens, P. micros e P. propionicum were 
susceptible to amoxicillin and metronidazole. About 12% to 33% of the isolates 
were able to produce beta-lactamasis. The present results suggested that the 
primary endodontic infection in symptomatic teeth was mixed, and was 
predominantly formed by strict anaerobic strains. Fungi, enterococci and 
enterobacteria were not significantly found in root canals and saliva. The tested 
antibiotics were effective, however resistance was detected in several clinical 
isolates. 
KEY WORDS: microorganisms, root canals, primary endodontic infections, pulp 
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O interior dos canais radiculares em dentes com necrose pulpar 
constitui um nicho ecológico complexo que propicia condições adequadas para o 
desenvolvimento da infecção endodôntica (Sundqvist, 1992). As interações 
microbianas (Gharbia & Shah, 1993), as pressões exercidas pelo ambiente 
(Haapasalo, 1993) e o contínuo desafio proporcionado pela ação do sistema 
imune humano (Ziembuhr et al., 1999) restringem o número de espécies capazes 
de colonizar o sistema de canais radiculares.  
A partir dos anos 70, o contínuo aprimoramento das técnicas de coleta 
e isolamento de microrganismos através do desenvolvimento de meios de cultura, 
meios de transporte e métodos de identificação mais precisos e rápidos permitiu a 
detecção de uma gama variada de espécies, ampliando a população de espécies 
associadas com o desenvolvimento de patologias pulpares e periapicais. Além 
disso, a cultura de microrganismos permite a realização de testes de 
suscetibilidade dos patógenos aos agentes antimicrobianos (Siqueira & Roças, 
2005a) e ainda possibilita o estudo da fisiopatologia das espécies microbianas 
(Shah & Gharbia, 1993).  
A microbiota encontrada nas infecções endodônticas primárias é 
constituída predominantemente por espécies anaeróbias estritas (Gomes et al., 
1994a) e sua composição está relacionada à presença ou não do desenvolvimento 
de sintomatologia dolorosa (Yoshida et al., 1987). Estudos demonstram que 
espécies pertencentes aos gêneros Prevotella spp., Porphyromonas spp., 
Fusobacterium spp., Peptostreptococcus spp. e Eubacterium spp. são 
freqüentemente isoladas nessas infecções (Yoshida et al., 1987; Hashioka et al., 
1992; Gomes et al., 2004). Os microrganismos estão envolvidos direta e 
indiretamente nos processos inflamatórios e na sintomatologia dolorosa de origem 
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endodôntica, pois componentes estruturais de sua célula são capazes de ativar o 
sistema imune do hospedeiro (Jacinto et al., 2005; Wadachi & Hargreaves, 2006).  
Embora pouco isolados em canais radiculares, fungos, enterobactérias 
e enterococos são microrganismos que podem ser encontrados na cavidade oral 
em sítios distintos e sua presença é modulada por alterações locais e fatores de 
ordem sistêmica (Engstrom, 1964; Peciuliene et al., 2000; Chaves de Paz et al., 
2004; Ferrari et al., 2005; Razavi et al., 2007). Esses grupos estão associados a 
dentes que apresentam insucesso do tratamento endodôntico, pois são resistentes 
aos procedimentos de desinfecção. Podem também ser recontaminantes 
provenientes de infiltração coronária de saliva e fluidos orais (Ferrari et al., 2005; 
Delboni, 2006). Entretanto, poucos trabalhos relatam a sua ocorrência em 
infecções endodônticas primárias, a despeito de serem isoladas em alta 
freqüência em infecções endodônticas secundárias/persistentes. 
O tratamento das infecções orofaciais de origem endodôntica consiste 
na eliminação da origem de contaminação através da terapia endodôntica e da 
drenagem cirúrgica da coleção purulenta (Flynn, 2000). Agentes antimicrobianos 
podem ser empregados como adjuvantes nesta terapia, principalmente em 
pacientes nos quais se observa sinais e sintomas que denotam disseminação 
sistêmica do processo infeccioso (Wynn & Bergman, 1994; Andrade & Souza-
Filho, 2006). O uso contínuo e indiscriminado de antimicrobianos tem 
proporcionado um desenvolvimento crescente de resistência, originando 
patógenos panresistentes, tornando este um problema global (Owens Jr, 2008a; 
Hawkey, 2008; Handal & Olsen 2000).  
Os padrões internacionais para teste de suscetibilidade dos 
microrganismos anaeróbios são determinados através dos métodos de diluição em 
caldo, diluição em Agar e o Epsilometer Test (E-test), e têm como objetivo 
determinar as concentrações inibitórias mínimas (CIMs) de um antibiótico para os 
isolados clínicos (Clinical and Laboratory Standards Institute - CLSI, 2007). Assim, 
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torna-se imprescindível a realização periódica de testes laboratoriais para detectar 
e monitorar continuamente a suscetibilidade desses microrganismos (Wexler, 
1993; Van Steenbergen et al., 1993).  
Dessa forma, a proposta desse trabalho foi identificar a presença de 
microrganismos resistentes como fungos, enterobactérias e enterococos em 
canais radiculares de dentes com necrose pulpar associados a abscessos 
periapicais e na saliva dos pacientes, além de testar os microrganismos 
anaeróbios estritos frente aos antibióticos comumente prescritos em Endodontia.  
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2 REVISÃO DA LITERATURA 
 
2.1 MICROBIOTA DOS DENTES COM NECROSE PULPAR E SINTOMATOLOGIA DOLOROSA 
 
2.1.1 A Natureza Polimicrobiana da Infecção Endodôntica Primária 
 
Em um paciente saudável, há proporcionalmente dez vezes mais 
bactérias do que células (Tlaskalova-Hogenova et al., 2004). Os microrganismos 
comensais têm seus fatores de virulência limitados por um sistema imune ativo e 
pela competição com outros microrganismos que ocupam o ecossistema em que 
habitam, impedindo-os de causar doenças (Alekshun & Levi, 2005).  
A cavidade oral apresenta cerca de 215 cm2 de superfícies passíveis de 
serem colonizadas e podem ser compostas por mucosas ou mesmo superfícies 
mineralizadas dos elementos dentais. Ambas as superfícies são continuamente 
banhadas por fluidos, originando ambientes favoráveis para a adesão bacteriana 
(Collins & Davies, 1987; Socransky & Haffajee, 2005).  
Kakehashi et al. (1965) demonstraram que o rompimento da 
esterilidade do interior do órgão dentário com a exposição da polpa dental aos 
contaminantes oriundos da saliva promoveu ausência de reparo tecidual por 
produção de pontes de dentina, causando necrose pulpar.  
A existência de tecido necrótico nos canais radiculares aumenta o risco 
potencial da ocorrência de uma infecção periapical (Bergenholtz, 1974). Möller et 
al. (1981) demonstraram a associação entre dentes com necrose pulpar e 




O interior dos canais radiculares possui condições específicas que 
favorecem o crescimento de certas espécies microbianas (Möller et al., 1981; 
Sundqvist, 1992). 
Desde 1960, pesquisadores como Shovelton demonstram a importância 
de se empregar técnicas de isolamento de microrganismos anaeróbios. Em seu 
estudo, Shovelton constatou que as coletas microbianas que se mostravam 
negativas para a cultura de microrganismos aeróbios tinham resultados positivos 
quando eram utilizados métodos laboratoriais mais avançados. Sabiston & Gold 
(1974) foram categóricos ao afirmar que era necessário estudar as infecções orais 
empregando-se técnicas de anaerobiose e realizar a coleta das amostras com 
extremo cuidado. Em anos anteriores, pesquisadores como Brown e Rudolph 
(1957) haviam observado, em microscopia de campo escuro que esfregaços de 
fluido proveniente de canais radiculares continham formas espiraladas e 
fusiformes, ainda não passíveis de cultivo. Em 1976, Sabiston et al. alertaram que 
os métodos de cultivo disponíveis na época eram deficientes, sugerindo que os 
organismos presentes nas amostras poderiam não ser os patógenos mais 
importantes no desenvolvimento da doença pulpar.  
Nesse mesmo período, surgiram técnicas que aprimoraram as 
ferramentas para diagnóstico das infecções anaeróbias, tais como elaboração de 
novos meios de cultura (Syed & Loesche, 1973) e emprego de meios pré-
reduzidos (Ellner et al., 1973), meios de transporte mais efetivos (Syed & Loesche, 
1972), métodos de identificação (Starr et al., 1973; Tharagonet et al., 1977) e 
condições de armazenamento das coletas (Rosemblat & Stewart, 1975). Em 1981, 
Morse traçou um panorama da Microbiologia Endodôntica praticada nos anos 70, 
predizendo que os próximos desafios neste campo seriam, inicialmente, o 
estabelecimento de uma associação entre determinadas espécies e o 
desenvolvimento das patologias pulpares e periapicais e, posteriormente, a 
simplificação das metodologias para o cultivo de microrganismos fastidiosos.  
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Em 1976, Sundqvist utilizou métodos de cultura em anaerobiose, com o 
objetivo de avaliar a microbiota de 32 dentes traumatizados e que apresentavam 
necrose pulpar e coroas íntegras. A seleção criteriosa dos pacientes permitiu a 
exclusão de fatores que pudessem gerar contaminações nas amostras. 
Microrganismos anaeróbios estritos foram isolados em 90% dos casos, valor 
nunca antes obtido em estudos empregando cultura de bactérias fastidiosas. Este 
estudo gerou importantes conceitos, tais como: 
a) microrganismos foram encontrados apenas em casos que 
apresentavam lesões periapicais; 
b) mais de uma espécie foi encontrada por canal radicular; 
c) quanto maior a lesão periapical, maior o número de bactérias 
isoladas; 
d) dentes que apresentavam sintomatologia, o número de isolados foi 
maior que em dentes assintomáticos; 
e) correlação positiva entre o tempo decorrido após o trauma e as 
características da infecção; e, 
f) correlação entre a presença de espécies do gênero Bacteroides e 
sintomatologia dolorosa. 
A microbiota encontrada nos canais radiculares infectados é geralmente 
mista e constituída principalmente por espécies anaeróbias estritas, variando de 
acordo com a via que os microrganismos chegaram ao sistema de canais 
radiculares (Gomes et al., 1994a).  
Fabricius et al. (1982) contaminaram dentes de macacos através da 
exposição da polpa à cavidade oral e observaram que a microbiota presente nos 
canais radiculares após 7, 90, 180 e 1060 dias sofreu alterações qualitativas e 
quantitativas. Estabeleceu-se que a proporção de microrganismos anaeróbios 
aumentou com o passar do tempo, e no final de 1060 dias, cerca de 50% das 
bactérias isoladas eram anaeróbias estritas. Os autores sugeriram ainda que uma 
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ampla variedade de fenômenos interativos ocorrem na luz do canal radicular, 
favorecendo a evolução para uma microbiota cada vez mais mais complexa. 
Ainda, houve predominância de microrganismos fastidiosos na porção apical do 
canal radicular, enquanto que nas porções mais coronárias microrganismos 
facultativos eram isolados, principalmente nos períodos iniciais. 
Finegold (1993), em revisão de literatura, descreve os fatores do 
organismo hospedeiro que favorecem o desenvolvimento de uma infecção por 
patógenos anaeróbios. Segundo o autor, estas infecções originam-se da flora 
indígena do corpo humano, pois os microrganismos anaeróbios são abundantes 
nas mucosas e superam em número as espécies aeróbias e facultativas em 
proporção similar a 10-1000:1.  
Estruturalmente, a população microbiana encontra-se suspensa no 
lúmen do canal radicular, com uma variedade imensa de tipos morfológicos 
consistindo em cocos, bacilos e formas filamentosas, além de serem observados 
também densos agregados bacterianos aderidos às paredes do canal radicular 
(Nair, 1987). As bactérias podem ser encontradas também penetrando os túbulos 
dentinários, atingindo profundidades próximas a 300 µm (Siqueira et al., 2002a).  
As populações microbianas raramente existem no ambiente em 
completo isolamento. O confinamento de uma população por fatores químicos e 
físicos e as ações das populações vizinhas afetam a dinâmica de desenvolvimento 
e o comportamento fisiológico de um grupo de microrganismos (Gharbia & Shah, 
1993). Esse fato pode ser constatado também em estudo de Gomes et al. (1999), 
onde demonstraram que em um mesmo indivíduo, quando diferentes elementos 
dentais são afetados por infecções endodônticas, as características da microbiota 
são similares, mas não totalmente iguais, sugerindo o desenvolvimento de nichos 
ecológicos distintos. 
Em algumas situações, os organismos comensais podem multiplicar-se, 
atingindo número elevado de indivíduos, tornando impossível a atuação do 
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sistema de defesas (Sundqvist, 1992). A comunidade médica reconhece 
atualmente a importância das doenças polimicrobinas e os principais tipos de 
interações microbianas associadas com as condições humanas de saúde ou 
doença (Brogden et al., 2005). 
Para que os microrganismos superem as defesas do hospedeiro, eles 
devem sofrer contínuas alterações com o objetivo de se adaptarem às mudanças 
no meio onde se estabelecem (Ziembuhr et al., 1999). O canal radicular que 
contém uma polpa necrótica é facilmente infectável, pois a defesa do hospedeiro 
passa a atuar somente em uma pequena área restrita à região apical, o que faz 
com que as bactérias estejam protegidas do sistema imune (Haapasalo, 1993). 
A virulência dos microrganismos pode ser afetada pelas relações de 
sinergismo que se estabelecem entre as bactérias, quando em infecções mistas 
(Gomes et al., 1994b). van Dalen et al. (1998) inocularam no dorso de cobaias as 
bactérias Peptostreptococcus micros e diferentes espécies de Prevotella spp 
isoladamente ou em associação. Observaram que a área média dos abscessos 
induzidos pelos inóculos mistos foi maior que aqueles obtidos por monoinóculos. 
A presença de bactérias aeróbias diminui a concentração local de 
oxigênio e o potencial de óxido-redução resultando na criação de um ambiente 
físico apropriado para a proliferação dos microrganismos anaeróbios estritos 
(Gharbia & Shah, 1993; Finegold, 1993).  
A ampla gama de relações nutricionais que existem entre as espécies 
pode influenciar associações específicas, o que explica o fato de que bactérias 
fermentadoras de aminoácidos e peptídeos são mais freqüentemente encontradas 
nos canais radiculares do que bactérias sacarolíticas, devido às características de 
restrição de nutrientes em seu interior (Sundqvist, 1992).  
ter Steeg & van der Hoeven (1989) estudaram a sucessão de espécies 
presentes na placa bacteriana sub-gengival durante a adição de nutrientes 
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específicos em plasma. Inicialmente, o baixo conteúdo de carboidratos do meio foi 
consumido por espécies sacarolíticas, originando ácidos fórmico e lático. Em uma 
segunda etapa, ocorreu a hidrólise de proteínas, favorecendo a fermentação de 
aminoácidos e utilização dos carboidratos restantes. As bactérias que se 
desenvolveram nesse período foram Bacteroides intermedius, Veillonella parvula, 
Eubacterium spp e Fusobacterium nucleatum. Na fase final ocorreu um aumento 
progressivo na degradação protéica e aumento da fermentação de aminoácidos. 
As espécies predominantes nessa fase foram Peptostreptococcus micros, 
Fusobacterium nucleatum, e Eubacterium spp. 
Shah & Gharbia (1993) demonstraram que as espécies sacarolíticas 
Prevotella melaninogenica, Prevotella denticola, Prevotella loescheii e Prevotella 
intermedia são associadas freqüentemente à placa bacteriana supra-gengival, 
enquanto que as espécies assacarolíticas Porphyromonas gingivalis e 
Porphyromonas endodontalis colonizam preferencialmente sítios onde não há 
presença de carboidratos. 
 
2.1.2 Composição da Microbiota Endodôntica Primária em Casos 
Sintomáticos 
 
Uma vez descritas as condições necessárias para o estabelecimento da 
infecção endodôntica polimicrobiana, é importante a caracterização da microbiota 
que a constitui e a determinação das relações entre grupos de microrganismos e 
os achados clínicos. 
Haapasalo et al. (1986) estudaram a influência de espécies produtoras 
de pigmento negro sobre o surgimento de sintomatologia em canais radiculares 
com necrose pulpar. Para estes autores, não houve uma relação direta entre a 
presença de bactérias produtoras de pigmento negro (BPPN) e sintomatologia 
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dolorosa, pois mesmo na sua presença observou-se ausência de sintomatologia. 
No entanto, quando as espécies Bacteroides gingivalis e Bacteroides endodontalis 
eram isolados a possibilidade de desenvolvimento de sintomatologia foi 
aumentava.  
Yoshida et al. (1987) estudaram a correlação entre a presença de 
certos microrganismos e sinais e sintomas de origem endodôntica em dentes com 
necrose pulpar e lesões periapicais, em situações clínicas distintas. No grupo 
composto por dentes com dor espontânea, dor à percussão e exsudação foram 
isolados predominantemente anaeróbios estritos (79%) pertencentes aos gêneros 
Eubacterium, Bacteroides e Peptostreptococcus. Quando os dentes 
apresentavam-se somente com dor à percussão e sem sintomatologia espontânea 
os anaeróbios Peptostreptococcus, Eubacterium, Actinomyces, Bacteroides e os 
facultativos Streptococcus faecalis, Streptococcus intermedius, Streptococcus 
anginosus e enterobactérias encontravam-se associados nos canais radiculares. 
Microrganismos anaeróbios facultativos pertencentes aos gêneros Streptotoccus e 
enterobactérias foram isolados com mais freqüência em casos de dentes com 
necrose pulpar e lesão periapical, sem sintomatologia dolorosa. Concluiu-se que a 
constituição da microbiota dos canais radiculares influencia no desenvolvimento 
ou não de sintomatologia clínica. 
Sundqvist et al. (1989) relacionaram a presença de bactérias produtoras 
de pigmentos negros a canais radiculares de dentes com abscessos periapicais. 
Quando BPPN foram isoladas, observou-se um aumento na incidência de 
anaeróbios estritos (91,4%), ao passo que em canais onde não foram isolados, 
apenas 87,2% da microbiota era constituída por microrganismos anaeróbios 
estritos.  
Hashioka et al. (1992), ao estudarem a relação entre os achados 
clínicos e a composição da microbiota de canais radiculares infectados, 
observaram que o número de colônias em casos que apresentavam 
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sintomatologia dolorosa espontânea foi superior àqueles casos onde não havia 
sintomatologia. Uma correlação positiva foi estabelecida entre a presença de dor à 
percussão e as espécies Peptococcus spp., Peptostreptococcus spp., 
Eubacterium spp., P. gingivalis, P. endodontalis e Bacteroides spp., tornando 
estes microrganismos patógenos suspeitos de causarem alterações periapicais. O 
odor desagradável ao acessar o sistema de canais radiculares foi observado 
principalmente em casos onde Peptococcus spp., Peptostreptococcus spp., 
Eubacterium spp. e Bacteroides spp. foram encontrados. 
Para Gomes et al. (1994a), a presença de dor espontânea esteve 
associada com as espécies Prevotella spp., Prevotella intermedia, Prevotella 
melaninogenica e Peptostreptococcus spp. As espécies Prevotella spp., 
Fusobacterium necrophorum, Peptostreptococcus spp. e Peptostreptococcus 
micros estiveram associadas à edema. Correlações positivas foram observadas 
também entre presença de fístula e Eubacterium lentum. Quando havia exsudato 
purulento no canal radicular, isolaram-se os microrganismos Fusobacterium spp., 
Fusobacterium necrophorum, Prevotella buccae e Prevotella loescheii. 
Em 1994b, Gomes et al. sugeriram que o desenvolvimento da patologia 
endodôntica é dependente de associações entre as espécies. Ao avaliarem uma 
extensa série de casos através do método de cultura bacteriana, os autores 
relatam o isolamento de até 11 diferentes espécies nos canais radiculares. 
Associações positivas foram observadas entre Peptostreptococcus spp./Prevotella 
spp., P. micros/Prevotella spp., Peptostreptococcus spp./P. melaninogenica, 
Prevotella spp./Eubacterium spp., P. micros/P. melaninogenica, dentre outras.  
Bae et al. (1997) diferenciaram as espécies Prevotella intermedia e 
Prevotella nigrescens, através de SDS-Page, em 56 cepas identificadas 
inicialmente como Prevotella intermedia, isoladas de canais radiculares e 
abscessos periapicais. Os autores constataram que a composição protéica celular 
das duas espécies diferem na presença de uma proteína com peso molecular de 
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18,6 kDa para P. nigrescens. Assim, foi possível estabelecer que cerca de 73,2% 
das cepas eram P. nigrescens, enquanto que apenas 26,8% eram P. intermedia.  
Dougherty et al. (1998) verificaram a presença de bactérias produtoras 
de pigmento negro em canais radiculares de dentes portadores de necrose pulpar 
e lesões periapicais. Observaram que Prevotella nigrescens foi a BPPN 
predominantemente isolada nas regiões coronárias e apical dos canais 
radiculares. Isolou-se em menores quantidades Prevotella intermedia, Prevotella 
melaninogenica e Porphyromonas gingivalis. Os autores não conseguiram 
estabelecer nenhuma correlação estatisticamente significante entre a presença de 
BPPN e intensidade de dor, presença de pus e edema. Ao empregar a 
metodologia de SDS-Page para diferenciar bactérias da mesma espécie obtidas a 
partir da mesma amostra, os autores observaram similaridade na expressão 
protéica sugerindo serem originadas da mesma cepa. 
Baumgartner et al. (1999) relataram a presença de BPPN em 55% das 
amostras de dentes que apresentavam sintomatologia dolorosa, sendo P. 
nigrescens (50%), P. intermedia (36%), P. gingivalis (9%) e P. melaninogenica 
(5%) as mais freqüentemente isoladas. No entanto, não foi possível estabelecer 
correlações positivas entre a sua presença e sinais e sintomas como dor, tamanho 
de lesão periapical, presença de fístula e exsudato purulento. 
Lana et al. (2001) constataram que uma associação de bactérias 
anaeróbias estritas, anaeróbias facultativas e microaerófilas, além de fungos, são 
encontradas em canais radiculares e pertencem aos gêneros Prevotella, 
Fusobacterium, Lactobacillus, Streptococcus, Clostridium, Peptostreptococcus, 
Candida e Saccharomyces. Correlações positivas foram observadas para a 
presença simultânea de espécies dos gêneros Clostridium e Prevotella, além de 
Peptostreptococcus e Fusobacterium. 
 Peters et al. (2002) empregaram testes estatísticos de correlação e 
observaram 81 possíveis associações estatisticamente significativas entre 
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microrganismos. Para os autores, os microrganismos não estão distribuídos nos 
canais radiculares de maneira aleatória, e destacam a importância do 
conhecimento das interações microbianas para o estabelecimento da patologia 
endodôntica. Assim, constataram que em casos de necrose pulpar onde não se 
encontra associada sintomatologia dolorosa, podem ser isolados também altos 
índices de microrganismos anaeróbios estritos (87%). 
Jacinto et al. (2003) estabeleceram diferenças entre a microbiota de 
dentes com necrose pulpar quando havia ou não presença de sintomatologia 
dolorosa. Costataram que dentes assintomáticos abrigavam um menor número de 
microrganismos cultiváveis quando comparados aos dentes sintomáticos, com 
uma média de nove espécies por canal radicular.  A presença de microrganismos 
anaeróbios estritos foi mais marcante em casos associados com sintomatologia 
dolorosa (72,4%), sendo freqüentemente isolados Fusobacterium necrophorum, 
Peptostreptococcus prevotii, Peptostreptococcus micros, Fusobacterium 
nucleatum e Prevotella intermedia/nigrescens. Bactérias Gram-negativas 
constituíram aproximadamente 39% do total de isolados, e sua presença estava 
associada à dor espontânea, episódios de dor prévia, dor à palpação e edema.  
Sousa et al. (2003) estudaram a microbiota de dentes com necrose 
pulpar e sintomatologia dolorosa associados a abscessos periapicais. Os autores 
observaram um total de 117 isolados, indicando uma média de 3,9 espécies por 
canal radicular. Desses, 75 microrganismos eram anaeróbios e 42 eram 
facultativos. Um predomínio de espécies Gram-positivas foi observado. As 
espécies mais freqüentemente isoladas foram os fastidiosos P. prevotii, P. micros, 
F. necrophorum, P. intermedia/nigrescens. Menos encontrados, mas também 
presentes estiveram os facultativos Gemella morbillorum, Streptococcus mitis e 
Gemella haemolysans. 
Gomes et al. (2004) relataram que existe uma diferença das 
características da composição da microbiota dos canais radiculares de dentes com 
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necrose pulpar (infecção primária) e de dentes tratados endodonticamente que 
apresentam insucesso (infecção secundária/persistente). A presença de uma 
microbiota mista formada por microrganismos Gram-negativos e Gram-positivos, 
principalmente anaeróbios, com no máximo dez espécies diferentes por canal 
radicular é encontrada em infecções primárias. Já nos casos de insucesso do 
tratamento endodôntico, os autores observaram a predominância de 
microrganismos anaeróbios facultativos e Gram-positivos, com uma média de uma 
ou duas espécies por canal radicular. Os autores sugerem que as interações entre 
diferentes grupos bacterianos permitem o estabelecimento de uma patologia, 
dificilmente encontrada quando os mesmos microrganismos estão isolados.  
Em 2002, Munson et al. empregaram simultaneamente técnicas de 
cultura microbiana e técnicas moleculares para estudar a microbiota do canal 
radicular de dentes associados a abscessos, sugerindo uma maior diversidade em 
sua composição. Os autores destacaram que uma média de 20,2 espécies foi 
detectada através dos métodos moleculares, enquanto que apenas 12,6 foram 
isoladas. 
A introdução de métodos moleculares de diagnóstico representou uma 
ferramenta importante para a identificação de patógenos, para o estudo da relação 
parasita-hospedeiro e para determinação da posição taxonômica dos 
microrganismos envolvidos no processo de doença (Song, 2005). Entre estes 
métodos, “polymerase chain reaction” (PCR), Reação em Cadeia da Polimerase, é 
o que apresenta maior sensibilidade para detecção de microrganismos. PCR é um 
método in vitro para replicação de seqüências específicas de DNA. Começando 
com uma pequena quantidade de DNA, cerca de 1 célula bacteriana, PCR amplia 
a um bilhão de vezes uma seqüência específica conhecida do DNA microbiano e 
permite sua detecção por eletroforese em gel de agarose. Por sua alta 
sensibilidade e habilidade de detectar microrganismos de difícil cultivo, vários 
autores têm preferido este método (Dix et al., 1990). Siqueira & Roças (2005a) 
relatam as vantagens das técnicas moleculares, tais como: detecção de espécies 
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cultiváveis e de espécies difíceis de serem cultivadas; alta especificidade na 
detecção de espécies com fenótipos similares; detecção direta de espécies sem a 
necessidade de cultivo laboratorial; alta sensibilidade; maior rapidez; fornece 
diagnósticos rápidos, necessários principalmente em doenças ou infecções que 
podem causar morte ou detecção de espécies de lento crescimento; as técnicas 
de coleta e transporte são menos críticas quanto à manutenção da anaerobiose.  
Em Endodontia, os resultados fornecidos pelos métodos de cultura 
foram confirmados e significantemente complementados pelas técnicas 
moleculares. Dessa maneira, ocorreu uma redefinição da composição da 
microbiota dos canais radiculares (Siqueira & Roças, 2005b). 
A partir da análise comparativa de seqüências de RNA ribossomal, três 
linhagens celulares filogeneticamente distintas foram identificadas. Essas 
linhagens, denominadas domínios evolutivos, foram estratificadas nos grupos 
Bacteria, Archea e Eukarya (Woese et al., 1990). Paster et al. (2001) relataram 
que cerca de 700 diferentes espécies, pertencendo a 11 filos do domínio Bacteria, 
foram detectadas na cavidade oral de humanos e cerca de 50% destas bactérias 
não foram ainda isoladas, sendo somente conhecidas através de suas seqüências 
de 16S rRNA. 
Aas et al. (2005), empregando avaliação do 16S rRNA através de 
metodologia de clonagem e seqüenciamento gênico, determinou a divisão das 
espécies microbianas presentes na cavidade oral em 6 filotipos: Firmicutes 
(Streptococcus, Gemella, Eubacterium, Selenomonas, Veillonella), Actinobacteria 
(Atopobium, Rothia), Proteobacteria (Neisseria, Eikenella, Campylobacter), 
Bacteroidetes (Porphyromonas, Prevotella, Capnocytophaga), Fusobacteria 
(Fusobacterium, Leptotrichia) e Filo TM7 de microrganismos ainda não cultiváveis. 
Aproximadamente 13 novos filotipos foram detectados pela primeira vez no 
estudo, mesmo não se estabelecendo ainda sua real importância clínica. 
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Ao realizar revisão da literatura atual, uma gama bastante diversa de 
espécies pode ser detectada em casos de infecções em canais radiculares com 
necrose pulpar e sintomatologia dolorosa: Acinetobacter baumanii; Actinobacillus 
actinomycetemcomitans; Actinomyces gerencsariae; Actinomyces israelii; 
Actinomyces odontolyticus; Actinomyces radicidentis; Atopobium parvulum; 
Atopobium rimae; Bacteroides forsythus; Bifidobacterium dentium; Campylobacter 
gracilis; Campylobacter rectus; Catonella morbi; Captocytophaga gingivalis; 
Centipeda periodontii; Corynebacterium matruchotii; Dialister invisus; Dialister 
pneumosintes; Eikenella corrodens; Enterococcus faecalis; Escherichia coli; 
Eubacterium infirmum; Eubacterium nodatum; Filifactor alocis; Fusobacterium 
nucleatum; Fusobacterium periodonticum; Gemella morbillorum; Granulicatella 
adiacens; Haemophilus aphrophilus; Micromonas micros; Mogibacterium diversum; 
Mogibacterium neglectum; Mogibacterium pumilum; Mogibacterium timidum; 
Neisseria mucosa; Olsenella profusa; Olsenella uli; Peptostreptococcus micros; 
Porphyromonas endodontalis; Porphyromonas gingivalis; Prevotella denticola; 
Prevotella intermedia; Prevotella multisaccharivorax; Prevotella nigrescens; 
Prevotella oralis; Propionibacterium propionicus; Pseudomonas aeruginosa; 
Pseudomonas mephitica; Pseudoramibacter alactolyticus; Ralstonia spp; 
Selenomonas noxia; Selenomonas sputigena; Shuttleworthia satteles; 
Solobacterium moorei; Staphylococcus aureus; Streptococcus anginosus; 
Streptococcus constellatus; Streptococcus gordonii; Streptococcus intermedius; 
Streptococcus sanguis; Tannerella forsythia; Treponema denticola; Treponema 
socranskii; Treponema vincentii; Veillonella dispar; e, Veillonella parvula (Gomes 
et al., 2005; Gomes et al., 2006a; Gomes et al., 2006b; Gomes et al., 2007; 
Gomes et al., 2008; Jacinto et al., 2007; Roças et al., 2001; Roças & Siqueira, 
2002; Roças et al., 2002; Roças & Siqueira, 2005a; Roças & Siqueira, 2005b; 
Roças & Siqueira, 2006; Sakamoto et al., 2006; Siqueira et al., 2001a; Siqueira et 
al., 2001b; Siqueira et al., 2002b; Siqueira & Roças, 2003a; Siqueira & Roças, 
2003b; Siqueira & Roças, 2003c; Siqueira & Roças, 2003d; Siqueira et al., 2004a; 
Siqueira et al., 2004b; Siqueira & Roças, 2005c; Siqueira & Roças, 2006).  
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As técnicas de PCR expandiram a lista de patógenos suspeitos de 
estarem envolvidos nas patologias pulpares e periapicais através da detecção de 
espécies de difícil cultivo ou mesmo impossíveis de serem cultivados com as 
técnicas e meios de culturas. Vianna et al. (2006) observaram a presença de 
membros metanogênicos do domínio Archea, que são comensais em sítios 
favoráveis a presença de microrganismos anaeróbios como as bolsas 
periodontais, mas nunca antes descritas como patógenos participantes de 
infecções endodônticas. Siqueira & Roças (2005c) relataram a presença de clones 
da espécie Sinergistes em dentes com necrose pulpar e sintomatologia dolorosa. 
Os mesmos autores ressaltam a importância do desenvolvimento de novas 
técnicas de cultivo e meios de cultura para que se possa investigar a relação 
desses microrganismos com outras espécies no estabelecimento da patologia 
pulpar e periapical, e também permitir a determinação da sua suscetibilidade aos 
agentes antimicrobianos. 
 
2.2 PRESENÇA DE Enterococcus faecalis, ENTEROBACTÉRIAS E FUNGOS NA SALIVA E 
EM INFECÇÕES DO SISTEMA DE CANAIS RADICULARES 
 
Os estudos que tentam caracterizar a microbiota da cavidade oral 
humana enfrentam vários desafios, decorrentes da complexidade da microbiota 
residente, da natureza fastidiosa dos organismos que a compõem e da 
variabilidade que é encontrada quando diversos sítios orais são avaliados 
(Socransky & Manganiello, 1971).  O hospedeiro tem a capacidade de monitorar e 
responder constantemente aos desafios proporcionados pela colonização 
bacteriana da cavidade oral. Os microrganismos interagem com o organismo em 
níveis molecular e celular, permitindo que o sistema de defesa restrinja a sua ação 
patogênica (Rouabhia, 2002). 
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A cavidade oral está dividida em, no mínimo, cinco grandes 
ecossistemas bacterianos: língua, mucosa bucal, área supra-gengival da coroa 
dental, área apical à margem gengival da coroa dentária, e saliva (Morhart & 
Fitzgerald, 1976). 
A saliva desempenha várias funções na cavidade oral. Dentre elas 
destacam-se a dissolução de substâncias essenciais para as sensações de gosto 
e a lubrificação durante os atos de mastigação, deglutição e fala. Contém também 
sistemas-tampão, que são capazes de neutralizar os ácidos gerados durante o 
metabolismo bacteriano de degradação de carboidratos, e minerais para a 
remineralização do esmalte dentário (Lenander-Lumikari & Loimaranta, 2000). A 
saliva contém também anticorpos, especialmente IgA, importante fator do sistema 
de defesa das mucosas e outras substâncias antimicrobianas tais como lisozimas 
e lactoferrinas (Tenovuo, 2002).  
Scannapieco (1994) relatou que a saliva exerce uma influência 
importante na colonização da cavidade oral pelos microrganismos. Os 
componentes salivares participam deste processo, através de quatro mecanismos: 
a) emulsificando os microrganismos, facilitando a sua remoção da cavidade oral; 
b) atuando como receptores de biofilmes orais favorecendo a adesão dos 
microrganismos; c) inibindo o crescimento microbiano ou mediando a sua 
destruição; e, d) servindo como substrato nutricional. 
Zilberstein et al. (2007) avaliaram a microbiota de diferentes sítios do 
trato gastrintestinal de pacientes saudáveis através do método de cultura 
microbiana e empregando meios seletivos para isolamento inicial. Na cavidade 
oral, coletas de saliva, dorso da língua e placa dental de dentes superiores e 
inferiores foram realizadas. Estes nichos diferentes apresentaram-se com 
microbiota similar, no entanto, diferentes proporções de cada microrganismo foram 
observadas. Na saliva, os microrganismos mais freqüentemente isolados foram 
Veillonella spp, Streptococcus α-hemolíticos, Lactobacillus spp, 
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Peptostreptococcus spp, Corynebacterium spp e Fusobacterium spp. Em apenas 
10% dos casos foram isolados fungos e enterobactérias.  
Quando fatores extrínsecos ou intrínsecos causam um desequilíbrio na 
relação entre microrganismos e defesas do hospedeiro, pode ocorrer a 
proliferação de grupos bacterianos específicos. Almståhl & Wikström (1999) 
constataram uma tendência de aumento do número total de microrganismos em 
pacientes com hipossalivação causada por tratamento com radioterapia e 
alteração na composição qualitativa da saliva desses pacientes. A presença de 
fungos e bactérias entéricas foi discreta tanto para pacientes normais quanto para 
os pacientes que apresentavam a patologia. Uma proporção aumentada de 
Streptococcus do grupo mutans e Lactobacillus spp. permitiu concluir que a 
redução na secreção salivar favorece o estabelecimento de uma microbiota 
relacionada ao desenvolvimento de lesões cariosas. 
Em estudo avaliando a proporção de fungos e de espécies de 
Staphylococcus em pacientes institucionalizados ou independentes que 
apresentavam mais de 5 ou menos de 20 dentes, Ohazama et al. (2006) 
demonstraram um acréscimo significativo na contagem de unidades formadoras 
de colônias de ambas as espécies para o grupo que recebia cuidados médicos. 
Assim, os autores sugerem que o número de dentes e os cuidados mais 
criteriosos em relação à higiene oral são fatores importantes para a seleção de 
grupos de microrganismos específicos e sua proporção na cavidade oral de 
pacientes idosos.  
As complexas relações entre a microbiota oral, as condições ambientais 
e as defesas do hospedeiro podem produzir uma gama de eventos, variando 
desde a condição de saúde até o estado de doença. A presença de dentina 
cariada, bolsa periodontal, canal radicular infectado e abscesso dentoalveolar 
abrigam microbiotas complexas e diferentes de outros sítios orais não 
comprometidos (Socransky & Manganiello, 1971). Sedgley et al. (2004) estudaram 
a presença de E. faecalis na cavidade oral de dois grupos de pacientes, um que 
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estava recebendo tratamento e outro que não apresentava histórico prévio de 
tratamento endodôntico. Os autores demonstraram que E. faecalis foi detectado 
nas amostras de 11% dos pacientes que estavam em tratamento endodôntico e 
em 1% dos demais. 
 
2.2.1 Enterococcus faecalis 
 
Enterococos são cocos Gram-positivos que podem estar isolados, em 
pares ou em cadeias curtas (Koneman et al., 1997). Apresentam ainda a 
capacidade de crescer na presença ou ausência de oxigênio, sendo classificados 
como anaeróbios facultativos. São reconhecidos patógenos humanos, sendo 
capazes de colonizar o lúmen do intestino humano, o trato genital feminino e em 
menores quantidades são também encontrados na cavidade oral. Enterococcus 
faecalis é uma espécie que pertence ao mesmo grupo do Enterococcus faecium, 
Enterococcus casseliflavus, Enterococcus mundtii e Enterococcus gallinarum, 
caracterizando-se por produzir ácidos em caldo de manitol e hidrolisar a arginina, 
não sendo capaz de produzir ácidos em caldo de sorbose. 
Na área médica, as bactérias do gênero Enterococcus demonstram ser 
importantes patógenos, pois contribuem significativamente para o surgimento de 
infecções hospitalares devido a um aumento progressivo de sua resistência aos 
agentes antimicrobianos (Portenier et al., 2003). No entanto, torna-se necessário 
integrar os conhecimentos da área médica aos estudos da área odontológica, pois 
estes microrganismos têm sido freqüentemente isolados em casos de insucesso 
endodôntico (Gomes et al., 2006b). 
Razavi et al. (2007) tentaram correlacionar a presença de Enterococcus 
spp. na saliva de pacientes saudáveis e naqueles que haviam consumido 
diferentes marcas de queijo que contém bactérias desse gênero. Nos voluntários 
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que consumiram os queijos com Enterococcus, estes foram recuperados após 1, 
10 e 100 minutos de sua ingestão, em quantidades decrescentes. Os resultados 
sugeriram que a colonização da cavidade oral de pacientes saudáveis por 
Enterococcus é transitória, mas ao mesmo tempo, pode favorecer a infecção dos 
canais radiculares por estes microrganismos. 
A preocupação em determinar a origem dos Enterococcus que estão 
presentes nas diferentes modalidades de infecções endodônticas não é recente. 
Em 1964, Engström avaliou o tipo e a freqüência de Enterococcus spp. em 
amostras iniciais e após procedimentos de desinfecção do sistema de canais 
radiculares em dentes portadores de infecção primária e secundária. Os mesmos 
autores estudaram também a incidência destes microrganismos nos tecidos que 
circundam a estrutura dentária, tais como tonsilas palatinas e espaços dentais 
interproximais. Observou-se correlação positiva entre a presença do 
microrganismo nestes dois sítios orais e seu isolamento em canais radiculares do 
mesmo paciente. Enterococcus spp foram isolados em 14,9% (20/134) dos casos 
nas coletas iniciais, sendo que o Streptococcus faecalis correspondeu a 85% 
destes, enquanto que o restante eram Streptococcus faecalis variante 
liquefasciens.  
Peciuliene et al. (2000) verificaram que 70% das amostras coletadas de 
dentes portadores de tratamentos endodônticos deficientes apresentavam 
Enterococcus faecalis. Após a realização do preparo químico-mecânico 
empregando-se solução de hipoclorito de sódio 2,5%, sete casos permitiram 
crescimento microbiano, e destes, 5 continham Enterococcus faecalis, enquanto 
que microrganismos anaeróbios estiveram presentes em apenas 2 casos. Os 
autores sugerem que os procedimentos de desinfecção do sistema de canais 




Hancock III et al. (2001) observaram a presença de Enterococcus 
faecalis em 30% dos canais radiculares com cultura positiva em dentes que 
apresentaram insucesso do tratamento endodôntico. Fatores como assepsia 
inadequada, isolamento deficiente do campo operatório ou infiltração coronária 
durante o tratamento inicial são apontados pelos autores como condições que 
proporcionam as altas taxas de detecção deste microrganismo.  
Chavez de Paz et al. (2004) identificaram a presença de bacilos Gram-
positivos em dentes submetidos a tratamento endodôntico através de 
Cromatografia Gasosa em Vidro e SDS-PAGE e a sua correlação com bactérias 
persistentes aos procedimentos de desinfecção do sistema de canais radiculares. 
Lactobacillus spp. foi o gênero bacteriano mais detectado nas diversas coletas 
realizadas. Cerca de 25% das cepas pertenciam ao gênero Enterococcus, e uma 
associação positiva foi observada com a presença dos anaeróbios facultativos 
gram-positivos Lactobacillus casei. De acordo com os autores, mesmo com altas 
taxas de detecção desses grupos microbianos, excluiu-se a possibilidade de 
contaminação durante os procedimentos de coleta e durante os períodos entre as 
consultas. Demonstrou-se também que Enterococcus spp. podem permanecer no 
sistema de canais radiculares após a conclusão do tratamento endodôntico. 
Embora isolados mais freqüentemente em infecções endodônticas 
secundárias/persistentes, bactérias do gênero Enterococcus também são isoladas 
em infecções endodônticas primárias. Lana et al. (2001) demonstraram a sua 
presença em apenas 1 caso de necrose pulpar sem sintomatologia dolorosa, 
associada a presença de uma câmara pulpar manipulada anteriormente à 
realização da coleta para o referido estudo. Gomes et al. (2004) relataram também 
uma baixa incidência de Enterococcus faecalis em casos de infecção primária (2 
casos em 41 amostras) e a sua presença estava associada com o 
desenvolvimento de edema periapical. 
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Ferrari et al. (2005) observaram, em canais radiculares de dentes 
portadores de necrose pulpar e lesão periapical através do método de cultura 
microbiana, que bactérias do gênero Enterococcus, enterobactérias e fungos 
estiveram presentes em 22% dos casos. Após a realização do preparo químico-
mecânico ainda observou-se crescimento microbiano, mas nenhum dos isolados 
pertencia às espécies estudadas. Quando o canal radicular permaneceu vazio por 
7 dias, 36% das amostras estavam infectadas por Enterococcus, enquanto que 
4% apresentavam bactérias entéricas. A aplicação de medicação intracanal por 7 
dias não foi capaz de impedir totalmente o crescimento microbiano, e 3 de 25 
amostras apresentavam-se positivas para Enterococcus spp. Os isolados 
pertenciam às espécies Enterococcus faecalis e Enterococcus faecium. Dessa 
forma, os autores concluíram que os as espécies estudadas estão presentes em 
infecções endodônticas primárias e são capazes de resistir aos procedimentos de 
desinfecção do sistema de canais radiculares.  
Love (2001) sugere que a capacidade do Enterococcus faecalis causar 
patologia periapical e insucesso do tratamento endodôntico está correlacionado 
com sua capacidade de invadir e colonizar os túbulos dentinários, mantendo-se 
viável em seu interior, mesmo após a execução dos procedimentos de 
desinfecção do sistema de canais radiculares. 
A utilização de técnicas moleculares de diagnóstico para detecção de 
Enterococcus faecalis em amostras de infecção primária permitiram uma nova 
percepção da importância desses microrganismos no estabelecimento das 
patologias pulpares e periapicais, embora resultados controversos sejam 
demonstrados na literatura corrente. 
Através do emprego de checkerboard DNA-DNA hybridization, Siqueira 
et al. (2002b) observaram baixos níveis de incidência de Enterococcus faecalis em 
canais radiculares de dentes assintomáticos (11,5%) e sintomáticos (3,7%). 
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Foschi et al. (2005) observaram este microrganismo em 12,8% dos 
casos de dentes que apresentavam sintomatologia dolorosa e em 60% dos casos 
em que não demonstravam sintomas clínicos de origem endodôntica, 
estabelecendo uma correlação positiva com casos de periodontite apical crônica.  
De acordo com Gomes et al. (2006b), níveis superiores de detecção 
para este microrganismo foram obtidos com o emprego de Nested-PCR quando 
comparados às técnicas convencionais de cultura. Estes autores isolaram 
Enterococcus faecalis em 2% dos canais com infecções primárias e em 42% 
daqueles que se apresentavam com insucesso no tratamento endodôntico. No 
entanto, quando métodos moleculares foram empregados, houve um acréscimo 
significativo na detecção dessa espécie tanto em casos de infecções primárias 
quanto secundárias.  
Sedgley et al. (2006) avaliaram a presença de Enterococcus faecalis na 
cavidade oral de pacientes que necessitavam de tratamento endodôntico, 
realizando coletas através de bochechos (41 amostras), em língua (41 amostras), 
sulco gengival (31 amostras) e canal radicular (23 amostras). Nas amostras 
obtidas através de bochecho, apenas 1 delas apresentou crescimento positivo 
para o microrganismo, e quando a técnica molecular foi empregada, a taxa de 
detecção foi de 29%. Em nenhuma amostra de canal radicular foi observado 
crescimento de E. faecalis, e apenas 5% delas apresentaram-se positivas para 
esta bactéria quando PCR foi empregado. Segundo os autores, a baixa taxa de 
detecção pode estar correlacionada com o pequeno número de casos que 







Para Davies et al. (1973), dentre as bactérias que habitam o trato 
gastro-intestinal humano, um grupo heterogêneo de bacilos Gram-negativos, 
coletivamente chamados de “bacilos entéricos”, merece destaque pois produzem 
quadros de doença importantes, apresentam componentes antigênicos em comum 
e são geneticamente inter-relacionados. Diferentes gêneros bacterianos estão 
relacionados neste grupo. As doenças causadas por membros dos gêneros 
Escherichia, Salmonella e Yersinia podem ocorrer tanto no trato gastrintestinal 
quanto fora dele (Strohl et al., 2004). As doenças causadas por membros dos 
gêneros Shigella, Helicobacter e Vibrio são principalmente gastrintestinais, e as 
causadas por membros dos gêneros Enterobacter, Klebsiella, Serratia e Proteus 
são principalmente extra-intestinais (Strohl et al.,  2004). De acordo com Paterson 
(2006), a suscetibilidade aos antibióticos empregados na clínica médica está 
diminuindo para os componentes dessa família, surgindo assim 
Enterobacteriaceae multi-resistentes. 
Morfologicamente, os membros da família Enterobacteriaceae se 
apresentam na coloração de Gram como células bacilares ou cocobacilares Gram-
negativas com 0,5 a 2µm de largura e 2 a 4µm de comprimento (Davies et al., 
1973; Koneman et al., 1997) e em ágar sangue originam tipicamente colônias 
secas ou mucóides relativamente grandes, de cor cinza opaco (Koneman et al., 
1997). No entanto, a caracterização definitiva dos membros das 
Enterobacteriaceae requer uma série de resultados obtidos a partir de provas 
bioquímicas como a fermentação da glicose, não-reatividade para a enzima 
citocromo-oxidade e capacidade em reduzir nitratos a nitritos (Koneman et al., 
1997).  
Quando uma grande diversidade de microrganismos é esperada em 
uma amostra clínica, podem ser empregados meios de cultura seletivos para o 
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isolamento de espécies significativas, baseando-se em seus requerimentos 
metabólicos (Pelczar et al., 1996). Em 1905, MacConkey descreveu um meio 
seletivo diferencial incorporando lactose e o indicador vermelho neutro com o 
objetivo de detectar visualmente a utilização deste substrato pelo microrganismo, 
além de adicionar sais biliares e cristal de violeta para inibir o crescimento de 
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas fastidiosas. De acordo com Pelczar et 
al.  (1996) e Koneman et al. (1997), os fermentadores intensos de lactose típicos 
(Escherichia, Klebsiella e Enterobacter) produzem colônias vermelhas rodeadas 
por uma zona de bílis precipitada, enquanto que os fermentadores lentos ou fracos 
de lactose (Citrobacter, Providencia, Serratia e Hafnia) podem aparecer incolores 
ou transparentes após 24h ou rosa-pálido em 24-48h. 
Devido às baixas taxas de isolamento e detecção em canais radiculares 
infectados, pouca atenção se tem dado a esse grupo de bactérias no que diz 
respeito a sua participação como endodontopatógenos. De acordo com Haapasalo 
et al. (1983), os bacilos entéricos são isolados em menos de 5% dos casos de 
infecções endodônticas, no entanto, a sua persistência no sistema de canais 
radiculares pode levar à manutenção da patologia periapical. 
Haapasalo et al. (1983) sugerem que a origem dos bacilos entéricos 
Gram-negativos isolados de canais radiculares infectados pode ser atribuída à 
contaminação através do manuseio sem cuidados de assepsia dos instrumentos 
endodônticos, a utilização de substâncias irrigantes contaminadas e também a 
exposição do sistema de canais radiculares à cavidade oral, por falha no 
selamento coronário. 
Siren et al. (1997) estudaram a relação entre os procedimentos de 
desinfecção dos canais radiculares e a presença de bactérias entéricas 
facultativas. Nas amostras iniciais que continham os dois grupos bacterianos 
supracitados, as principais enterobactérias isoladas foram Enterobacter cloacae, 
Enterobacter sakazakii, Enterobacter agglomerans, Klebsiella oxytoga, 
Acinetobacter spp. e Pseudomonas aeruginosa. Associadas a estas, foram 
28 
 
isolados Streptococcus spp, Fusobacterium nucleatum e Prevotella 
intermedia/nigrescens. Observou-se também que o número de enterobactérias 
aumentou significantemente em dentes mantidos abertos para drenagem. O 
emprego de sucessivas trocas de medicações intra-canal favoreceu o surgimento 
de culturas positivas para essas espécies. De acordo com os autores, a adoção de 
técnicas assépticas durante o tratamento e o selamento coronário dos dentes 
devem ser rigorosamente realizados, objetivando a redução deste grupo 
bacteriano no interior do sistema de canais radiculares. 
Molander et al. (1998) demonstraram, através do método tradicional de 
cultura microbiana, que enterobactérias são pouco isoladas em casos de 
tratamentos endodônticos insatisfatórios e com patologia periapical. Dentre os 
microrganismos observados encontrou-se Enterococcus faecalis (32%), 
Lactobacillus spp (11%), Escherichia coli (8%) e bacilos Gram-positivos 
anaeróbios. Em menor número, estiveram presentes outras enterobactérias, tais 
como Klebsiella spp, Enterobacter agglomerans, Proteus spp, Pseudomonas spp. 
Embora isoladas com maior freqüência em infecções endodônticas 
secundárias/persistentes, poucos trabalhos relatam a sua ocorrência em infecções 
endodônticas primárias. Siqueira et al. (2001c) ao avaliarem a constituição da 
microbiota de infecções endodônticas primárias através de checkerboard DNA-
DNA hybridization, detectou Eikenella corrodens em 18,5%, e Escherichia coli e 
Pseudomonas aeruginosa em apenas 3,7% das amostras estudadas. Cheung et 
al. (2001), empregando meios seletivos para o cultivo de enterobactérias, foram 
capazes de recuperar Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter 
cloacae, Klebsiella oxytoca, Proteus mirabilis, Serratia spp. Os mesmos autores 
ressaltam, no entanto, que há uma grande possibilidade de contaminação durante 
a realização das coletas, pois a marcada incidência de Pseudomonas spp. pode 
ter como fonte o reservatório e as tubulações de água dos equipamentos 
odontológicos. Assim, neste trabalho ressaltou-se a importância de uma técnica 
adequada e minuciosa para as coletas de amostras dos canais radiculares. 
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Khemaleelakul et al. (2002) isolaram a espécie Eikenella corrodens em 1/17 casos 




Fungos são organismos comensais da orofaringe, do trato 
gastrintestinal e do trato geniturinário em pacientes saudáveis. Em pacientes 
imunocomprometidos, estes microrganismos são capazes de causar uma série de 
doenças com severidades diversas e taxas significativas de mortalidade. O 
diagnóstico das infecções fúngicas envolve testes microbiológicos, avaliações 
histológicas, testes de sorologia e ainda técnicas moleculares de detecção 
(Koneman et al., 1997). As técnicas de cultura microbiana clássica freqüentemente 
empregam o Ágar Sabouroud enriquecido com dextrose, contendo aditivos como 
cloranfenicol para o isolamento de fungos (Peciuliene et al., 2001; Lana et al., 
2001; Pinheiro et al., 2003; Gomes et al., 2004). Em condições de cultivo 
adequadas, as colônias demonstram rápido crescimento, coloração branca ou 
amarelada e com tamanho duas ou três vezes superiores às colônias bacterianas 
(Davies et al., 1973; Pelczar et al., 1996). A identificação preliminar pode ser dada 
pela aparência das células na coloração de Gram, pois apresentam-se com 
diâmetro  de 2,5 a 5µm e intensamente coradas (Strohl et al., 2004). 
Em revisão da literatura a respeito da importância dos fungos nos 
aspectos clínicos relacionados às infecções endodônticas, Waltimo et al. (2004) 
observaram que os índices de detecção de Candida spp. variam de acordo com as 
técnicas laboratoriais de processamento microbiológico. Os autores constataram 
que houve um acréscimo de 5% para 7-18% no isolamento de fungos quando 
meios seletivos foram empregados. As espécies mais freqüentemente 
encontradas em canais radiculares são Candida albicans, Candida glabrata, 
Candida guillermondii, Candida inconspicua e Geotrichum candidum. 
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Em 1995, Debelian et al. realizaram um estudo com o objetivo de 
verificar se havia correlação entre a presença de bacteremia em pacientes durante 
e após a realização de tratamento endodôntico em dentes portadores de necrose 
pulpar.  Em um paciente, o fungo Saccharomyces cerevisae foi isolado tanto no 
canal radicular quanto na amostra sangüínea coletada durante a realização do 
procedimento. Esse resultado sugeriu que o canal radicular pode ser uma fonte de 
microrganismos detectados na corrente sangüínea.  
Baumgartner et al. (2000), através do emprego de técnica de PCR 
simples com sondas de DNA específicas, verificaram que o fungo Candida 
albicans estava presente em 21% dos casos de dentes com canais radiculares 
que apresentavam necrose pulpar e lesão periapical. No entanto, as amostras 
obtidas de coleções purulentas provenientes de abscessos periapicais agudos não 
demonstraram a presença deste microrganismo. 
Fungos são freqüentemente isolados em casos em que ocorreu o 
insucesso do tratamento endodôntico. Hancock et al. (2001) relataram a presença 
de apenas uma cepa de Candida albicans dos 57 isolados obtidos em dentes que 
apresentavam-se com infecções endodônticas secundárias/persistentes através 
de método de cultura microbiológica sem uso de meios seletivos específicos para 
fungos. No entanto, quando Peciuliene et al. (2001) empregaram meio seletivo 
para fungos, as taxas de detecção para este microrganismo aumentaram 
significativamente. Dos casos avaliados, 18% deles continham fungos em cultura 
mista com outras bactérias, principalmente Enterococcus faecalis. Todos os 
isolados foram identificados como Candida albicans.  
Lana et al. (2001) avaliaram a constituição da microbiota de canais 
radiculares infectados de dentes portadores de lesão periapical antes e após a 
utilização de procedimentos de desinfecção. Mesmo empregando meios seletivos 
para fungos, os autores constataram a presença de Candida tropicalis em 
somente 2 coletas iniciais e, após o emprego de medicação intracanal, foram 




Em 2002, Egan et al. buscaram correlacionar a presença de fungos em 
canais radiculares e na saliva de pacientes que apresentavam dentes com lesão 
periapical empregando-se técnicas de cultura microbiana e meio seletivo. 
Constataram a presença desses microrganismos em apenas 10% dos canais 
radiculares avaliados, enquanto que 32% das amostras de saliva continham 
fungos. A espécie Candida albicans foi a mais freqüentemente isolada tanto de 
canais radiculares quanto de saliva. Coletas de canal radicular proporcionaram 
uma diversidade menor de espécies de fungos, tais como Roduterella 
mucilaginosa e Candida sake. Os autores sugerem uma forte correlação entre a 
presença simultânea de fungos nos canais radiculares e na saliva.  
Segundo Pinheiro et al. (2003), Candida spp. foi isolada em apenas 2 
casos de dentes com insucesso no tratamento endodôntico e lesão periapical, 
sem a utilização de meios seletivos para fungos. No entanto, correlação positiva 
foi obtida entre o isolamento do fungo e a ausência de um selamento coronário 
adequado. 
Em 2004, Gomes et al. estudaram a composição da microbiota de 
canais radiculares infectados e, mesmo empregando o meio seletivo para fungos 
Agar Sabouroud Dextrose, não reportaram a presença de fungos nas amostras de 
dentes portadores de necrose pulpar com lesão periapical associada, bem como 
em dentes com insucesso no tratamento endodôntico. 
Em 2007, Martinho avaliou a presença de fungos, enterobactérias e 
Enterococcus faecalis na saliva e no canal radicular de pacientes que 
apresentavam dentes com necrose pulpar e ausência de sintomatologia dolorosa 
espontânea, antes e após o preparo químico-mecânico. Observou-se a presença 
de fungos em 13 das 30 amostras de saliva de pacientes saudáveis e em apenas 
1 das 30 amostras de canal radicular. Enterococcus faecalis e enterobactérias 
foram isoladas em menores proporções em saliva (7 e 3 casos, respectivamente). 
A presença concomitante de Enterococcus faecalis na saliva e no canal ocorreu 
em apenas um caso, após a realização do preparo químico-mecânico. 
32 
 
2.3  TERAPIA ANTIMICROBIANA EM ENDODONTIA 
 
A terapêutica clínica com o emprego de agentes antimicrobianos ou 
antibióticos tem se desenvolvido ao longo dos últimos 60 anos, sendo um dos 
principais pilares da medicina moderna (Hawkey, 2008). Em Odontologia, o 
tratamento das infecções orofaciais consiste na eliminação da origem de 
contaminação através da terapia endodôntica ou extração do elemento dental, e 
da drenagem cirúrgica da coleção purulenta (Flynn, 2000).  
Em Endodontia o uso de agentes antimicrobianos está indicado para o 
tratamento dos abscessos periapicais agudos acompanhados de dor severa e 
celulite, linfadenite, trismo, febre taquicardia, falta de apetite e mal-estar geral, 
indicando para o profissional que os sistemas de defesa do paciente não estão 
conseguindo controlar o processo infeccioso (Wynn & Bergman, 1994; Andrade & 
Souza-Filho, 2006). Exceções à regra dizem respeito aos pacientes portadores de 
doenças sistêmicas caracterizadas por alterações metabólicas e por 
imunossupressão (Andrade & Souza-Filho, 2006). 
Os antibióticos são substâncias produzidas por diversas espécies de 
microrganismos (bactérias ou fungos) que impedem o crescimento de outros 
microrganismos, eventualmente podendo destruí-los. No entanto, estende-se esse 
termo para descrever também os agentes antibacterianos sintéticos que não são 
produzidos por micróbios (Chambers & Sande, 1996). Chastre (2008) ressalta que 
um agente antimicrobiano ideal para uso empírico deve ser efetivo frente a uma 
ampla variedade de microrganismos, inclusive aos resistentes; deve ser altamente 
ativo no sítio da infecção (com mecanismos de farmacocinética e farmacodinâmica 
efetivos); e deve ser seguro e não-tóxico, com poucos efeitos adversos e de fácil 
utilização pelo paciente. 
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Para a seleção adequada de um antibiótico no tratamento de uma 
infecção é necessário que se tenha um conhecimento de fatores relativos aos 
agentes infectantes (microbiota mais comum das infecções, padrão habitual de 
sensibilidade dos microrganismos aos antibióticos), à natureza da infecção que se 
vai tratar, às características do hospedeiro que vai receber o antibiótico e também 
aos aspectos básicos da farmacologia do antibiótico a ser utilizado (Rocha, 2002).  
Os agentes antibióticos podem ser divididos em grupos, de acordo com 
a sua estrutura química: a) beta-lactâmicos, tais como as penicilinas, 
cefalosporinas, cefamicinas, ácido clavulânico, carbapenens, nocardicinas e 
monobactâmicos; b) aminoglicosídeos, tais como a gentamicina, estreptomicina, 
neomicina, canamicina; c) lincosamidas, tais como a lincomicina e clindamicina; d) 
tetraciclinas; e) cloranfenicol; f) macrolídeos, tais como a eritromicina, azitromicina 
e claritromicina; g) glicopeptídeos, tais como vancomicina e teicoplanina; h) 
sulfonamidas. 
Para Chambers & Sande (1996), do ponto de vista histórico, a 
classificação mais comumente empregada baseia-se no mecanismo de ação dos 
agentes antimicrobianos, proposta da seguinte maneira:  
a) agentes que inibem a síntese da parede celular bacteriana 
(penicilinas, cefalosporinas, vancomicina, ciclosserina, 
bacitracina); 
b) agentes que atuam diretamente sobre a membrana celular do 
microrganismo, afetando sua permeabilidade e resultando em 
extravasamento de compostos intracelulares (polimixinas); 
c) agentes que afetam a função das subunidades ribossômicas 
30S e 50S, causando inibição reversível da síntese protéica 
(cloranfenicol, tetraciclinas, eritromicina e clindamicina); 
d) agentes que se ligam à subunidade 30S e alteram a síntese 
protéica, resultando em morte celular (aminoglicosídeos); 
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e) agentes que afetam o metabolismo dos ácidos nucléicos 
(rifampicina e quinolonas); e, 
f) agentes que bloqueiam rotas metabólicas importantes dos 
microrganismos (trimetropina e sufonamidas). 
Os principais grupos de antibióticos empregados na clínica odontológica 
são as penicilinas, as cefalosporinas, as tetraciclinas, as lincosaminas e os 
macrolídeos (Groppo et al., 2006).  
De acordo com Silva (2002), as penicilinas são classificadas a partir das 
características de sua estrutura, provenientes das modificações realizadas na 
molécula do ácido 6-aminopenicilânico (6-APA), o qual apresenta um anel beta-
lactâmico, essencial para a atividade antimicrobiana. Dentro do grupo das 
penicilinas naturais, encontram-se as Penicilinas G e V. Modificações laboratoriais 
permitiram a fabricação de penicilinas penicilinase-resistentes tais como meticilina, 
nafcilina e oxacilina. Um terceiro grupo é constituído pelas penicilinas de espectro 
ampliado, como a ampicilina e a amoxicilina. Os mais recentes antibióticos β-
lactâmicos são o imipenen, meropenem e aztreonam. O espectro antimicrobiano 
das penicilinas mais comumente empregadas em Odontologia é resumido por 
Groppo et al. (2006): 
a) Penicilinas G – apresentam pequeno espectro de ação, atuando 
principalmente sobre cocos Gram-positivos, anaeróbios Gram-
positivos e Gram-negativos como Porphyromonas gingivalis, 
Prevotella intermedia e Fusobacterium nucleatum. 
b) Penicilina V – espectro de ação reduzido, com potência um pouco 
inferior à Penicilina G, não atuando contra bactérias produtoras de 
beta-lactamases. 
c) Amoxicilina e Ampicilina – são menos ativas que as penicilinas G e V 
frente a cocos Gram-positivos, mas em compensação oferecem uma 
atividade adicional contra cocos e bacilos Gram-negativos. 
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Dentre os agentes antimicrobianos empregados, os β-lactâmicos são as 
drogas mais seguras, mas certas classes apresentam efeitos adversos como 
indução de reações de hipersensibilidade e supressão de atividade 
hematopoiética da medula óssea (Owen, 2008b). 
As cefalosporinas foram isoladas inicialmente do fungo Cephalosporium 
acremonium, e tem como núcleo o ácido 7-aminocefalosporânico que, com 
acréscimo de cadeias laterais, permitiu o desenvolvimento de compostos semi-
sintéticos com atividade antibacteriana muito maior que a substância adicional 
(Chambers & Sande, 1996). A classificação mais aceita para as cefalosporinas as 
divide em gerações, baseada nas características gerais da atividade 
antimicrobiana (Karchmer et al., 1995; Rocha, 2002). As cefalosporinas de 
primeira geração são representadas pela cefalotina, cefazolina, cefapirina e 
cefalexina e caracterizam-se por um espectro de ação entre Gram-positivos e 
Gram-negativos, porém mais estreito que os demais grupos. A segunda geração 
consiste no cefamandol, cefoxitina e no cefaclor, tendo maior atividade contra 
bactérias entéricas Gram-negativas que as de primeira geração. As cefalosporinas 
de terceira geração possuem espectro antibacteriano ainda mais amplo contra as 
bactérias Gram-negativas, inclusive contra bactérias resistentes a outras 
cefalosporinas. Neste grupo encontramos a cefotaxima, moxalactama, 
cefoperazona e ceftriazona. O recente desenvolvimento de novos fármacos desse 
grupo permitiu o surgimento da quarta geração de cefalosporinas, com efeito mais 
intenso sobre bacilos Gram-negativos como a Pseudomonas aeruginosa e uma 
eficácia considerável contra Gram-positivos, especialmente estafilococos e 
enterococos. A falta de atividade das cefalosporinas de primeira e terceira geração 
contra bactérias anaeróbias da cavidade oral pode limitar sua utilidade no 
tratamento de infecções dentárias, como abscessos periapicais, com microbiota 
bacteriana constituída principalmente por anaeróbios estritos (Montgomery, 2000).  
As lincosamidas foram desenvolvidas a partir de 1962 e, dentre elas, a 
clindamicina é a mais freqüentemente empregada em Odontologia. A clindamicina 
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é um fármaco bastante ativo contra a maioria das bactérias anaeróbias estritas, 
especialmente o Bacteroides fragilis (Kapusnik-Uner et al., 1996). Assim como as 
demais lincosamidas, a clindamicina tem boa penetração em muitos tecidos, sua 
concentração no tecido ósseo é particularmente elevada (Carvalho, 2002), além 
de se acumular nos leucócitos polimorfonucleares, macrófagos alveolares e nos 
abscessos (Kapusnik-Uner et al., 1996). A reação adversa mais freqüentemente 
encontrada é a diarréia, que ocorre em torno de 10 a 15% dos indivíduos tratados, 
provavelmente como conseqüência de sua ação direta na mucosa intestinal e sua 
microbiota (Groppo et al., 2006). Uma complicação do uso de clindamicinas é o 
surgimento de colite pseudomembranosa. Owens et al. (2008) relataram que um 
controle mais efetivo no uso de clindamicina tem reduzido o surgimento desta 
patologia, uma vez que a quebra do equilíbrio da microflora intestinal produzido 
pelo medicamento favorece o crescimento de Clostridium difficile e liberação de 
suas toxinas. A clindamicina deve ser considerada a terceira opção no tratamento 
das infecções orodentais causadas por cocos Gram-positivos ou anaeróbios 
Gram-positivos e Gram-negativos sensíveis, quando as penicilinas e macrolídeos 
não podem ser utilizados ou são ineficazes (Montgomery, 2000). 
O metronidazol manifesta atividade antimicrobiana contra todos os 
cocos anaeróbios e bacilos aeróbios Gram-negativos, incluindo espécies de 
Bacteroides e bacilos anaeróbios Gram-positivos formadores de esporos, sendo 
empregado, portanto em diversas infecções causadas por bactérias anaeróbias 
estritas, incluindo Clostridium e Helicobacter (Tracy & Webster, 1996). Este 
fármaco foi empregado inicialmente para o tratamento da tricomoníase vaginal e 
doenças causadas por protozoários como amebíase e giardíase (Groppo et al., 
2006). O seu emprego em Odontologia para o tratamento das infecções por 
anaeróbios iniciou-se com as observações de Shinn (1962), que constatou a 
melhora das condições periodontais de uma paciente que estava em tratamento 
para tricomoníase. Durante o seu uso, os pacientes devem ser alertados de evitar 
o consumo deste medicamento com bebidas alcoólicas, pois o metronidazol 
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apresenta um efeito similar ao dissulfiram (Tracy & Webster, 1996). Segundo 
Montgomery (2000), o seu uso em Odontologia se limita às infecções periodontais 
agressivas e em associação para o tratamento de infecções orofaciais causadas 
por microrganismos anaeróbios estritos. 
A eritromicina pertence à categoria dos antibióticos macrolídeos, 
juntamente com a aziromicina e a claritromicina que foram desenvolvidas 
posteriormente, sendo os derivados sintéticos mais modernos deste grupo 
(Carvalho & Carvalho, 2002). As eritromicinas apresentam-se comercialmente na 
forma de drágeas revestidas, pois são facilmente inativadas pelo suco gástrico, 
dissolvendo-se apenas quando atingem o duodeno (Kapusnik-Uner et al., 1996). 
Apresentam-se como antibióticos de largo espectro com atividade contra bactérias 
Gram-positivas, Gram-negativas, micoplasmas, clamídias, treponemas e riquétsias 
(Carvalho & Carvalho, 2002). Primariamente são bacteriostáticos, mas em altas 
doses podem ser bactericidas (Groppo et al., 2006).  A adição de um átomo de 
nitrogênio no anel lactônico da eritromicina originou a azitromicina, conferindo-lhe 
maior penetração tissular e um espectro mais amplo que a eritromicina, 
principalmente frente às bactérias anaeróbias tais como Peptostreptococcus e 
Clostridium (Kapusnik-Uner et al., 1996). Por apresentar uma meia-vida biológica 
prolongada em nível tecidual, mantendo concentrações ativas por períodos de até 
10 dias no local da infecção, a azitromicina pode ser administrada em dose única 
diária e por apenas três dias de tratamento (Groppo et al., 2006).  Historicamente, 
a eritromicina ocupa o segundo lugar depois das penicilinas para o tratamento das 
infecções dentárias, principalmente em casos onde antibióticos β-lactâmicos 
seriam indicados, mas não podem ser administrados devido à alergia 
medicamentosa. A azitromicina constitui um fármaco alternativo para a cobertura 
profilática contra endocardite bacteriana em pacientes suscetíveis e que são 




2.3.1 Desenvolvimento de Resistência aos Agentes Antimicrobianos 
 
Em 1956, Jawetz relatou que a terapêutica antimicrobiana para as 
infecções era simples, efetiva e com baixo custo. Da mesma forma, comparando-
se com tempos anteriores, constatou que a mortalidade e a morbidade causadas 
por doenças bacterianas haviam decrescido significantemente e não constituíam 
problemas sem solução para a área médica.  
Nos últimos anos, estudos epidemiológicos em todo o mundo têm 
demonstrado aumento nas taxas de resistência microbiana aos agentes 
terapêuticos empregados e, em muitos casos, os patógenos têm sido 
denominados de “panresistentes” ou “extremamente resistentes” (Owens Jr, 
2008b). A emergência de resistência bacteriana não respeita limites geográficos e 
o trânsito populacional entre as diversas regiões do planeta tornam este um 
problema global (Hawkey, 2008). Dessa forma, os antibióticos representam uma 
das poucas classes de drogas que tem o potencial de afetar populações além do 
paciente que está sendo tratado (Handal & Olsen, 2000). 
Em estudo epidemiológico na Noruega, Al-Haroni & Skaug (2007) 
constataram que os Cirurgiões-dentistas são responsáveis pela prescrição de 8% 
do total de antibióticos consumidos anualmente, distribuídos preferencialmente em 
β-lactâmicos, macrolídeos, lincosamidas e tetraciclinas. Palmer et al. (2000) 
investigaram o tipo, a dose, a freqüência e o tempo de uso indicado nas 
prescrições de antimicrobianos por Cirurgiões-Dentistas na Inglaterra e 
constataram que várias das prescrições continham falhas, principalmente 
relacionadas à freqüência, dose e duração da terapêutica. Handal & Olsen (2000) 
relatam que existem evidências da ocorrência de um acréscimo nos padrões de 
resistência microbiana da flora oral nos últimos 10 a 15 anos. 
39 
 
As bactérias podem se tornar resistentes a um agente antimicrobiano 
quando o fármaco não consegue atingir seu alvo, o fármaco é inativado ou o alvo 
está alterado (Chambers & Sander, 1996).  
Segundo Campos (2002), a resistência bacteriana aos antibióticos pode 
ser classificada em natural (intrínseca) e adquirida (cromossômica ou extra-
cromossômica). A resistência natural é aquela inerente à célula bacteriana, 
independente de sua exposição a um determinado antibiótico, determinada 
principalmente por dificuldade de permeabilidade das superfícies externas das 
células bacterianas. Já a resistência adquirida surge quando cepas originalmente 
sensíveis tornam-se resistentes após a exposição ao agente antimicrobiano, 
resultando de uma alteração genética determinada por mutações ou aquisição de 
plasmídios. 
Os três mecanismos relatados na literatura que explicam o surgimento 
de resistência aos antibióticos β-lactâmicos são a produção de enzimas capazes 
de destruir o antibiótico (β-lactamases), a diminuição da afinidade dos receptores 
de penicilinas nas paredes celulares bacterianas e a restrição da entrada do 
antibiótico no interior celular (Babic et al., 2006). 
O mecanismo mais eficiente de resistência aos β-lactâmicos é a 
produção de enzimas, detectadas principalmente em bactérias do gênero 
Enterobacteriaceae, Haemophilus influenzae, Moraxella spp., Neisseria 
gonorrhoeae, Vibrio cholerae, Pseudomonas aeruginosa e anaeróbios como 
Bacteriodes fragilis, Prevotella spp., Fusobacterium spp., e Clostridium spp. 
(Williams, 1999). Nos últimos anos, o isolamento de cepas bacterianas capazes de 
produzir β-lactamases aumentou devido à rápida transmissibilidade genética, tanto 
intra- quanto inter-espécies (Geddes et al., 2007). Babic et al. (2006) relataram 




Em 1980, Heimdahl et al. foram os primeiros pesquisadores a relatar o 
surgimento de dificuldades no tratamento de infecções orais empregando-se 
penicilinas devido à presença de cepas produtoras de β-lactamases. 
A literatura relata duas maneiras de superar a resistência bacteriana: 
modificar a estrutura do antibiótico, fazendo que ele não seja mais um substrato 
para a enzima; ou, inibir a ação da enzima empregando um composto que é 
estruturalmente similar ao antibiótico β-lactâmico (Medeiros et al., 1997; Handal & 
Olsen 2000; Babic et al., 2006). 
A modificação de compostos gera o descobrimento e síntese de novas 
drogas capazes de atuar sobre os receptores de β-lactâmicos e não serem 
sensíveis às β-lactamases. Surgiram assim as cefalosporinas de amplo espectro 
ou carbapenêmicos e, mais recentemente, encontra-se em desenvolvimento o β-
lactâmico BAL-5788 (Shah, 2005).  
Os inibidores de β-lactamases são compostos semelhantes às 
penicilinas, com modificações nas cadeias laterais que têm a capacidade de se 
ligar irreversivelmente às enzimas, tornando-as inativas (Williams, 1999). Três 
drogas inibidoras de β-lactamases estão disponíveis para emprego clínico, via oral 
ou parenteral. O ácido clavulânico foi a primeira droga inibidora de β-lactamases 
isolada e está disponível para uso em associação com a amoxicilina desde 1994. 
O Sulbactam e o Tazobactam são derivados semi-sintéticos do ácido penicilônico 
e podem ser associados à ampicilina e amoxicilina, no entanto, são empregados 
preferencialmente em via parenteral (Medeiros, 1997).  
Em revisão de literatura, Hecht (2006) descreveu os mecanismos que 
cada gênero bacteriano desenvolve para resistir à ação dos agentes 
antimicrobianos. Prevotella spp. e Porphyromonas spp. são resistentes às 
penicilinas principalmente pela produção de β-lactamases, enquanto que sua 
resistência à clindamicina está associada à presença dos genes ermF e ermG. 
Entre as espécies de Fusobacterium, a existência de resistência às penicilinas é 
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incomum e a produção de β-lactamases é rara. Microrganismos pertencentes ao 
gênero Peptostreptococcus são pouco resistentes às penicilinas, clindamicina e 
metronidazol, sendo bastante susceptíveis aos inibidores de β-lactamases e 
cefalosporinas. 
 
2.3.2 Avaliação de Suscetibilidade aos Agentes Antimicrobianos e sua 
Aplicação Clínica 
 
Nos testes in vitro, a suscetibilidade dos microrganismos está dividida 
em categorias, baseadas na sua resposta frente às diferentes concentrações de 
antibióticos encontradas no sangue ou tecidos, obtidas após a utilização do 
fármaco pelo paciente (Clinical and Laboratorial Standards Institute - CLSI, 2007). 
Para tanto, define-se como Concentração Inibitória Mínima (CIM) a menor 
concentração de um agente antimicrobiano que impede a visualização do 
crescimento de um microrganismo disperso em Agar ou suspenso em meios 
líquidos. Assim, têm-se três classes: 
a) Suscetíveis – os isolados clínicos são inibidos por concentrações do 
agente antimicrobiano que são facilmente atingíveis quando a dose 
recomendada do fármaco é utilizada. 
b) Intermediários – incluem isolados clínicos com CIMs que se 
aproximam daquelas obtidas no sangue e nos tecidos, mas com 
resposta inferior à dos microrganismos considerados sensíveis. 
Como sua CIM é mais elevada, para que o medicamento seja 
efetivo ele deve atingir concentrações sanguíneas ou teciduais mais 
elevadas no sítio da infecção, tanto por características inerentes de 
biodisponibilidade quanto por fatores de maior dosagem.   
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c) Resistentes – categoria onde os isolados não são inibidos pelas 
concentrações tissulares ou sangüíneas passíveis de serem 
atingidas pelo fármaco. 
O Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) sugere em seu 
documento M11-A7 (2007) que a suscetibilidade dos microrganismos anaeróbios 
pode ser testada através do método de diluição em caldo, o método de diluição 
em Agar e o Epsilometer Test (E-test), e tem como objetivo determinar as 
concentrações inibitórias mínimas de um antibiótico necessárias para atuar sobre 
os isolados clínicos. 
O emprego do E-test foi descrito inicialmente por Citron et al. (1991). O 
sistema do E-test consiste em uma fita plástica inerte e não-porosa de 50 mm de 
comprimento e 5mm de largura, que contém em um lado um gradiente de 
concentração de antibiótico, e do outro, uma escala numérica que indica a 
concentração do medicamento. A fita do E-test pode detectar uma CIM que varia 
de 0.016 a 256 µg/mL, com um total de 29 diferentes CIMs, que são agrupadas de 
duas em duas, representando 15 níveis de diluição (Bolmström, 1993). De acordo 
com os autores, este é um método de rápida e simples realização, permitindo 
quantificar numericamente os valores de CIM para cada cepa.  
O teste cromogênico com o emprego de uma cefalosporina, 
comercialmente chamada de nitrocefin, é indicado para a verificação da atividade 
das enzimas que degradam o anel beta-lactâmico dos antibióticos derivados da 
penicilina, que com uma reação de acidificação tornam o reagente vermelho 
(Clinical and Laboratory Standards Institute - CLSI, 2007).  
Em 1992 ainda não haviam sido estabelecidos padrões estritos para 
testes de suscetibilidade e Goldstein et al. buscaram conhecer como os diversos 
centros de saúde nos Estados Unidos processavam e realizavam estes testes. 
Dentre as várias constatações, observaram que a maioria dos hospitais realizava 
cultura de microrganismos anaeróbios e testes de sensibilidade a antimicrobianos. 
43 
 
As principais dificuldades encontradas eram o tempo necessário para a sua 
realização e a demora no envio dos resultados. Os autores sugeriram então o 
emprego do E-test, como uma forma prática e mais rápida de avaliação. Dentre as 
vantagens encontram-se a facilidade de execução e leitura, além de diminuírem o 
tempo entre a coleta e a obtenção dos resultados. Em 1995, Goldstein et al. 
observaram que ainda não havia sido realizada uma padronização nas 
metodologias de realização dos testes de suscetibilidade para microrganismos 
anaeróbios nos Estados Unidos e salientaram ainda a necessidade de 
desenvolvimento de métodos mais rápidos e eficazes de avaliação. Comparando-
se os dados dos dois estudos anteriores, Goldstein et al. (2008) constataram um 
aumento na utilização de testes laboratoriais nos hospitais norte-americanos, uma 
vez que se observou uma tendência à terceirização do serviço. No entanto, um 
número maior de laboratórios tem empregado o E-test como teste de escolha, 
seguido do método de diluição em caldo, enquanto que nenhum laboratório relatou 
o emprego do método de disco-difusão. Os antibióticos mais freqüentemente 
testados foram penicilina, ampicilina, clindamicina, metronidazol e 
ampicilina/sulbactan. De acordo com os autores, embora avanços tenham sido 
obtidos, ainda não há uma padronização para a identificação e realização dos 
testes de suscetibilidade nos hospitais dos Estados Unidos. 
Bernal et al. (1998) observaram que cepas de Prevotella intermedia e 
Prevotella nigrescens apresentavam padrões distintos de sensibilidade aos 
antibióticos amoxicilina e amoxicilina/ácido clavulânico. Em 25% das cepas, altos 
valores de CIM foram encontrados para a amoxicilina. No entanto, essas bactérias 
foram bastante sensíveis à associação amoxicilina/ácido clavulânico, sugerindo 
uma produção de beta-lactamase, confirmada através do teste de nitrocefin. Ao 
ser realizada uma reação de PCR específica para estas cepas, constatou-se que 
25% delas eram Prevotella intermedia e 75% eram Prevotella nigrescens, 
demonstrando uma maior participação destas últimas quando se detecta 
clinicamente uma resistência aos antibióticos beta-lactâmicos.  
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Ao estudarem a microbiota de abscessos odontogênicos e bolsas 
periodontais, Eik et al. (1999) constataram que as espécies de Porphyromonas, 
Prevotella e Fusobacterium foram 100% sensíveis à clindamicina e ao 
metronidazol. No entanto, uma pequena porcentagem de Prevotella não-
pigmentadas foi resistente à clindamicina. Para as mesmas espécies, taxas de 
resistência entre 16,7 e 41,4% foram observadas quando foi testada a penicilina. 
Hecht et al. (1999) relataram o aumento dos níveis de resistência dos 
microrganismos anaeróbios frente a diversos antibióticos no período de 1991 a 
1996 em hospitais de Chicago (Illinois, EUA). Os autores salientam que mesmo 
com altos índices de resistência, a freqüência de execução de testes laboratoriais 
de sensibilidade tem diminuído, principalmente devido à falta de recursos, 
carência de profissionais treinados e à ausência de interesse em correlacionar os 
dados laboratoriais aos achados clínicos. 
Schumacher et al. (1999) avaliaram a sensibilidade de 10 espécies de 
Prevotella spp aos antibióticos, através dos métodos de diluição em Agar e E-test. 
Os autores constataram que dentre as espécies do gênero Prevotella, a 
resistência à penicilina era pequena, exceto para as cepas de Prevotella bivia e 
Prevotella buccae. A clindamicina mostrou-se bastante eficaz frente às bactérias 
desse gênero, enquanto que a resistência à tetraciclina e à eritromicina foi 
freqüente, especialmente para cepas de Prevotella bivia e Prevotella disiens. Ao 
testar a sensibilidade das cepas ao metronidazol, diferenças importantes foram 
verificadas dependendo do método empregado. Das cepas sensíveis ao 
metronidazol quando a diluição em Agar foi realizada, 11,3% delas demonstrou-se 
resistente no E-test. Segundo os autores, não se sabe ainda qual a razão desse 
fato, mas sugerem que possa estar associado à formação de algum composto do 
metronidazol que é dependente da ausência do oxigênio, uma vez que o 
medicamento presente no método E-test seria mais afetado pelo oxigênio que 
aquele diluído no Agar. 
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Kuriyama et al. (2000) avaliaram a suscetibilidade antimicrobiana e 
incidência e produção de beta-lactamase para cepas de bacilos anaeróbios Gram-
negativos em infecções odontogênicas. Cerca de 35,6% das espécies de 
Prevotella pigmentadas e 31,9% das Prevotellas não-pigmentadas eram 
produtoras de beta-lactamases. Cepas bacterianas pertencentes às espécies 
Porphyromonas e Fusobacterium não foram positivas para este teste. Os 
antibióticos beta-lactâmicos foram efetivos frente à Porphyromonas spp e 
Fusobacterium spp. A eritromicina teve uma baixa atividade frente às Prevotella 
não-pigmentadas e a Fusobacterium spp. O metronidazol e a clindamicina foram 
eficazes contra todas as espécies testadas. 
Letournel-Glomaud et al. (2003) demonstraram através do método E-
test a sensibilidade de 194 cepas de anaeróbios isolados de amostras clínicas de 
infecções humanas e concluíram que há uma grande porcentagem delas 
resistente à benzilpenicilina, mas sensíveis à amoxicilina associada ao ácido 
clavulânico. No entanto, o metronidazol foi efetivo contra todas as cepas testadas, 
exceto bacilos positivos não-formadores de esporos tais como Propionibacterium 
acnes e cerca de 45% das cepas de Peptostreptococcus micros.  
Santos et al. (2002) determinaram através do método de diluição em 
Agar, a sensibilidade de cepas de Prevotella intermedia/nigrescens isoladas de 
bolsas periodontais a seis agentes antimicrobianos. Os autores observaram que 
todas as cepas de Prevotella intermedia/nigrescens foram susceptíveis à penicilina 
G, eritromicina, meropenen, metronidazol e tetraciclina. No entanto, 37% das 
cepas foram resistentes à clindamicina.  
Ao estudarem a microbiota de abscessos periapicais e sua 
sensibilidade aos agentes antimicrobianos freqüentemente prescritos em 
Odontologia, Baumgartner & Xia (2002) observaram que 15% das bactérias foram 
resistentes à penicilina V, 55% ao metronidazol, 9% à amoxicilina, 4% à 
clindamicina e nenhuma à amoxicilina/ácido clavulânico. Quando foi empregada a 
associação penicilina V + metronidazol e amoxicilina + metronidazol, índices de 
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suscetibilidade de 93% e 99% foram obtidos, respectivamente. Assim, sugeriu-se 
que a associação de antibióticos beta-lactâmicos ao metronidazol continua sendo 
eficaz clinicamente, mesmo quando se tem altas taxas de resistência ao 
metronidazol. 
Lõivukene & Naaber (2003) correlacionaram o desenvolvimento de 
resistência bacteriana em microrganismos anaeróbios ao consumo de diferentes 
agentes antimicrobianos na Estônia, no período compreendido entre 1999 e 2001. 
A resistência ao metronidazol não foi observada em bactérias Gram-negativas 
apesar do alto consumo desta droga. No entanto, altas taxas de resistência à 
clindamicina foram constatadas embora esse fármaco fosse pouco prescrito. 
Cerca de 48,8% de bactérias do grupo do Bacteroides fragilis, 22,7% de 
Fusobacterium spp., 37,5% de Porphyromonas spp., 62,7% de Prevotella spp., 
18,6% de Peptostreptococcus spp., e 18,2% dos demais bacilos Gram-positivos 
eram produtores de β-lactamases. Não foi observada correlação positiva entre as 
alterações no consumo de antibióticos e o desenvolvimento de resistência no 
período de três anos. As possíveis explicações para esse fato seriam que a 
pressão seletiva sobre os microrganismos promovida pelos antibióticos é lenta, e 
que a origem dos microrganismos que causam infecções anaeróbicas é do próprio 
hospedeiro e não do ambiente externo. Os autores sugerem também que o 
monitoramento local do desenvolvimento de resistência é uma referência 
importante para uma adequada prescrição de agentes antimicrobianos, de acordo 
com as características geográficas regionais. 
Sousa et al. (2003) avaliaram a suscetibilidade de microrganismos 
anaeróbios isolados de canais radiculares de dentes associados à abscessos 
periapicais frente aos antibióticos penicilina G, amoxicilina, amoxicilina + ácido 
clavulânico, metronidazol, clindamicina, eritromicina e azitromicina. Todas as 
cepas de Prevotella intermedia/nigrescens, Peptostreptococcus micros e 
Fusobacterium nucleatum foram sensíveis aos agentes antimicrobianos. Apenas 
36,4% das cepas de Fusobacterium necrophorum foram resistentes à eritromicina. 
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Todos os isolados não foram capazes de degradar o substrato nitrocefin e 
forneceram resultado positivo ao teste de produção de beta-lactamases. 
Chan & Chan (2003) constataram que a microbiota das infecções 
odontogênicas é constituída principalmente por anaeróbios facultativos Gram-
positivos e anaeróbios estritos Gram-negativos. Foram testadas diversas 
concentrações de antibióticos presentes nas fitas de E-test frente aos isolados 
clínicos e observaram-se altas taxas de sensibilidade à clindamicina para os 
microrganismos anaeróbios, exceto Eikenella corrodens. A amoxicilina e a 
associação amoxicilina/ácido clavulânico foram bastante efetivas frente a 
Fusobacterium nucleatum (88,6% e 91,4%), Prevotella intermedia (86,2% e 
96,6%) e Porphyromonas gingivalis (95,7% e 95,7%). Dentre os antibióticos com 
maiores taxas de resistência encontra-se a eritromicina, com valores de 48,6% 
para Fusobacterium nucleatum; 55,2% para Prevotella intermedia; 55,6% para 
Peptostreptococcus micros; e, 43,4% para Porphyromonas gingivalis. Concluiu-se 
que a atividade dos antimicrobianos empregados freqüentemente em Odontologia 
teve sua ação diminuída frente aos patógenos endodônticos em Taiwan. 
Em 2007, Kuriyama et al. publicaram um trabalho que demonstrou a 
sensibilidade de 800 isolados clínicos de infecções odontogênicas a 13 
antibióticos. As espécies Prevotella, Fusobacterium, Porphyromonas e 
Peptostreptococcus micros foram submetidas aos antimicrobianos amoxicilina, 
amoxicilina e ácido clavulânico, cefaclor, cefuroxima, cefcapena, cefdinir, 
eritromicina, azitromicina, telitiromicina, minoxiciclina, levofloxacino, clindamicina e 
metronidazol através do método de diluição em Agar. A partir dos resultados, 
observou-se que a amoxicilina pode ser empregada como a droga de primeira 
escolha, embora as espécies pertencentes ao gênero Prevotella demonstrem 
baixa sensibilidade a esses agentes. A amoxicilina + ácido clavulânico, 




Jacinto (2007) analisou a microbiota de canais radiculares com necrose 
pulpar e sintomatologia dolorosa, objetivando também quantificar endotoxinas 
presentes e avaliar a sensibilidade dos isolados clínicos a agentes antimicrobianos 
freqüentemente empregados em Endodontia (penicilina G, amoxicilina, amoxicilina 
+ ácido clavulânico, clindamicina, eritromicina, metronidazol e azitromicina). Todas 
as cepas de Peptostreptococcus micros foram suscetíveis aos agentes testados. 
Resistência à eritromicina foi observada para as cepas de Fusobacterium 
nucleatum (30%), Prevotella oralis (12,5%), Fusobacterium necrophorum (26,7%) 
e Porphyromonas gingivalis (9%). Prevotella oralis e Porphyromonas gingivalis 
foram suscetíveis aos demais antibióticos testados. As cepas de Fusobacterium 
nucleatum foram bastante sensíveis à amoxicilina (100%), amoxilicina + ácido 
clavulânico (100%), metronidazol (100%), penicilina G (96,7%) e metronidazol 
(96,7%). Fusobacterium necrophorum foi sensível à amoxicilina (100%), 
amoxilicina + ácido clavulânico (100%), metronidazol (93,4%), clindamicina 
(86,7%) e penicilina G (86,7%). 
Martinho (2007) avaliou a suscetibilidade aos agentes antimicrobianos 
em isolados bacterianos provenientes de canais radiculares que não se 
apresentavam com sintomatologia dolorosa espontânea. Verificaram que 100% 
das espécies de Peptostreptococcus prevotii, Fusobacterium varium, Prevotella 
buccae, Prevotella oralis, Porphyromonas gingivalis, Prevotella loescheii e 
Fusobacterium necrophorum eram sensíveis à amoxicilina. Resistência à 
amoxicilina foi observada em P. intermedia (20%), F. nucleatum (25%) e P. micros 
(8,43%). Todas as bactérias foram sensíveis à associação amoxicilina/ácido 
clavulânico. Fusobacterium nucleatum, Prevotella intermedia e Porphyromonas 
gingivalis foram suscetíveis em 50%, 70% e 75%, respectivamente, à 
clindamicina. Benzilpenicilina foi eficaz contra 75% das cepas de 
Peptostreptococcus prevotii, 91,66% de Peptostreptococcus micros, 50% de 
Fusobacterium nucleatum e 60% das cepas de Prevotella intermedia/nigrescens. 
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Metronidazol foi eficaz contra 50% das cepas testadas da espécie P. prevotii, 






Os objetivos deste trabalho foram: 
1. Analisar a microbiota endodôntica de dentes que se apresentavam 
com necrose pulpar e abscesso periapical; 
 
2. Correlacionar a composição da microbiota dos canais radiculares 
avaliados à presença de sinais e sintomas clínicos de origem 
endodôntica; 
 
3. Investigar a presença de enterococos, fungos e enterobactérias na 
saliva e nos canais radiculares dos pacientes submetidos à terapia 
endodôntica; e, 
 
4. Determinar in vitro a suscetibilidade antimicrobiana das bactérias 
pertencentes aos gêneros Peptostreptococcus, Prevotella, 
Porphyromonas e Fusobacterium isolados dos canais radiculares 




4  MATERIAL E MÉTODOS 
 
4.1  SELEÇÃO DOS INDIVÍDUOS 
 
Foram selecionados 30 pacientes que compareceram ao Plantão de 
Urgência da Faculdade de Odontologia de Piracicaba, Universidade Estadual de 
Campinas, Piracicaba, São Paulo – Brasil, apresentando dentes com necrose 
pulpar e abscesso periapical. Os pacientes assinaram um termo de consentimento 
livre e esclarecido elaborado de acordo com as normas do Comitê de Ética em 
Pesquisa da Faculdade de Odontologia de Piracicaba – UNICAMP – antes de 
participar da pesquisa (Anexo I e Apêndice I). Os métodos utilizados neste 
estudo foram descritos previamente em detalhes por Gomes et al. 1994 (a,b), 
1996 e 2004. 
 
4.2  ASPECTOS CLÍNICOS E RADIOGRÁFICOS 
  
Para cada indivíduo foram anotados: idade, sexo, estado pulpar, 
natureza da dor, profundidade da sondagem periodontal, mobilidade, presença de 
fístula, sensibilidade à percussão horizontal e vertical, sensibilidade à palpação 
periapical, presença de edema dos tecidos periapicais, tempo decorrido do início 
do edema, história de antibioticoterapia prévia ou outra medicação e os achados 
radiográficos detectados na radiografia periapical de diagnóstico, obtida a partir da 
área em que a patologia se encontrava situada. Foram anotados os aspectos 
físicos do canal durante a coleta das amostras, tais como canal seco, presença de 
exsudato claro, purulento ou hemorrágico do canal radicular. Os aspectos clínicos 
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do dente envolvido, tais como presença ou não de cáries e restaurações e a 
localização do abscesso periapical foram também registrados.  
 Para serem incluídos na pesquisa, os pacientes não poderiam ter 
feito uso de antibióticos num período mínimo de 3 meses, para não interferir na 
microbiota dos canais radiculares. Da mesma forma, caso não fosse possível 
realizar isolamento absoluto do campo operatório, impossibilidade de introdução 
do cone de papel no canal radicular até as proximidades do comprimento aparente 
do dente na radiografia, e houvesse exposição direta da câmara pulpar ou do 
canal radicular ao meio bucal impossibilitavam a participação do indivíduo na 
pesquisa. 
 
4.3   COLETA DAS AMOSTRAS 
 
As coletas foram realizadas na Clínica de Especialização da FOP-
UNICAMP e as amostras processadas no Laboratório de Microbiologia 
Endodôntica.  
 
4.3.1  Saliva 
 
Foram coletados 2 mL da saliva total não-estimulada dos pacientes que 
foram submetidos ao atendimento. A mesma foi armazenada em tubos de 
“Eppendorf” esterilizados e, em seguida, processadas no Laboratório de 





4.3.2  Canal Radicular 
 
Para a coleta da amostra do canal radicular, a região do elemento 
dental envolvido foi anestesiada localmente. Todos os contaminantes coronários 
tais como cáries e restaurações defeituosas foram removidos. O dente envolvido 
recebeu polimento coronário e foi isolado com lençol de borracha. A seguir, 
aplicou-se o selador de interfaces cianoacrilato (Super Bonder, Loctite, São Paulo, 
São Paulo, Brasil) para evitar infiltração de saliva e fluido gengival.  
A anti-sepsia do campo operatório foi realizada com swabs estéreis 
umedecidos inicialmente com água oxigenada 30 v/v, e depois com solução de 
hipoclorito de sódio 5,25% por 30 segundos cada. A neutralização destes 
compostos foi realizada com solução de tiossulfato de sódio 5% estéril (Möller, 
1966). Através de um swab estéril, amostras foram coletadas do campo operatório 
para verificar a efetividade da esterilidade do mesmo, apresentando resultados 
negativos em todos os casos. 
Com a interrupção do fornecimento de água proveniente do equipo, a 
irrigação direcionada à ponta diamantada esférica estéril empregada em alta 
rotação passou a ser realizada com soro fisiológico estéril. Após a confecção da 
cavidade de acesso com pontas diamantadas sem extremidade ativa, obteve-se 
completo acesso ao canal radicular. 
As amostras dos canais radiculares foram coletadas utilizando-se três 
cones de papel estéreis de calibre 20 e conicidade FM (Dentsply, Petrópolis, Rio 
de Janeiro). Em casos de dentes multirradiculares, as amostras foram coletadas 
do canal mais amplo, de maneira a confinar o exame microbiológico em um único 
ambiente ecológico.  
Os cones de papel foram introduzidos próximo ao comprimento total do 
canal radicular determinado na radiografia pré-operatória, permanecendo em 
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posição por 1 minuto sob fluxo contínuo de nitrogênio a fim de preservar a 
viabilidade dos microrganismos anaeróbios estritos (Berg & Nord, 1973). Quando 
os canais radiculares estavam secos, os mesmos eram umedecidos com soro 
fisiológico, com o objetivo de assegurar uma amostra viável. Ao serem retirados 
do canal, os cones eram introduzidos seqüencialmente em tubos plásticos do tipo 
“Eppendorf” com capacidade de 1,5 mL, contendo 1,0mL de meio de transporte 
VMGA III (Apêndice II). Esta amostra foi imediatamente transportada para o 
laboratório de Microbiologia Endodôntica da FOP-UNICAMP para processamento, 
que ocorreu imediatamente após o término do procedimento clínico, nunca 
ultrapassando um período de 4 horas. 
Após a coleta das amostras dos canais radiculares, realizou-se o 
preparo químico-mecânico empregando-se a Técnica Cérvico-apical da FOP-
UNICAMP e clorexidina 2% gel associada ao soro fisiológico estéril. Os canais 
radiculares receberam medicação intracanal a base de hidróxido de cálcio e 
clorexidina 2% gel. Os elementos dentais foram restaurados com uma camada de 
material selador temporário e resina composta. Quando era necessária a 
realização de drenagem cirúrgica do edema periapical, o procedimento era 
efetuado posteriormente à intervenção no canal radicular. Os pacientes foram 
monitorados após 24 e 72 horas para observação da resolução do quadro de dor e 
infecção.  Transcorrido o período de 7 dias, os canais foram reinstrumentados e 
obturados através da técnica de condensação lateral e compressão vertical com 
condensadores aquecidos. O procedimento restaurador de cada dente foi 
realizado com a colocação de 2mm de Coltosol (Vigodent, Rio de Janeiro, Rio de 
Janeiro, Brasil) na embocadura dos canais radiculares, aplicação de ácido 
fosfórico 37% por 15 segundos em toda a cavidade, adesivo 3M Singlebond (3M 
Dental Products, St Paul, Estados Unidos) e aplicação de camadas de resina 




4.4 PROCESSAMENTO LABORATORIAL E IDENTIFICAÇÃO MICROBIANA DA SALIVA 
 
No interior da cabine de fluxo laminar, a amostra foi agitada por 60 
segundos no Agitador (MA 162-MARCONI, São Paulo, SP) para facilitar a 
dispersão dos microrganismos. A seguir foram realizadas diluições seriadas a 
1/10, 1/100, 1/1000, 1/10000, 1/100000 utilizando-se Fastidious Anaerobe Broth 
(FAB – Lab M, Bury, UK) e 50 µL de cada diluição foram plaqueados sobre meios 
seletivos (Apêndice III) em placas pré-reduzidas contendo: 
• Placas de Ágar m-Enterococcus (Difco BD, Sparks, Maryland, EUA) 
para o isolamento de enterococos, incubadas em aerobiose a 37°C 
por 2 dias; 
• Placas de Ágar MacConkey (Difco BD, Sparks, Maryland, EUA) para 
o isolamento de enterobactérias, incubadas em aerobiose a 37°C por 
2 dias; 
• Placas de Ágar Sabouroud Dextrose (Difco BD, Sparks, Maryland, 
EUA), para a seleção de fungos e leveduras, incubadas 
aerobicamente a 26°C por 48 horas e depois a 37°C por mais 7 dias; 
• Placas de Agar Mitis-Salivarius (Difco BD, Sparks, Maryland, EUA), 
para a seleção de Streptococcus spp.; e, 
• Placas de Ágar Brain Heart Infusion (Oxoid, Basingsoke, UK) 
suplementado com 5% de sangue de carneiro desfibrinado, 
incubadas aerobicamente a 37°C, por 48 horas para permitir o 
crescimento de microrganismos aeróbicos e anaeróbios facultativos. 
 
Após a incubação, cada placa foi examinada e os diferentes tipos de 
colônia foram subcultivados em placas de Ágar Brain Heart Infusion suplementado 
com 5% de sangue de carneiro desfibrinado recém-preparadas. As colônias foram 
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selecionadas para a identificação inicial através de diferentes aparências nos 
meios ricos e seletivos. O reconhecimento morfológico das colônias foi feito de 
acordo com tamanho, cor, forma, elevação, borda, superfície, textura, 
consistência, opacidade. As colônias puras foram inicialmente identificadas pela 
morfologia da coloração de Gram, requerimentos gasosos e habilidade de 
degradar peróxido de hidrogênio, sugerindo presença de enzima catalase. A 
identificação das espécies foi realizada através dos testes bioquímicos 
padronizados (Apêndices IV a VII), apropriados para a identificação de cada 
espécie: 
• API Strep (BioMérieux AS, Marcy-l’Etoile, França) para os 
Enterococcus (cocos Gram-positivos, catalase negativa); 
• Api Candida (BioMérieux AS, Marcy-l’Etoile, França) para as 
leveduras; e, 
• Api 20E (BioMérieux AS, Marcy-l’Etoile, França) para bactérias do 
gênero Enterobacteriaceae. 
 
4.5  PROCESSAMENTO LABORATORIAL E IDENTIFICAÇÃO MICROBIANA DO CANAL RADICULAR 
 
Na cabine de anaerobiose, o tubo de Eppendorf contendo a amostra 
inicial foi agitado por 60 segundos no agitador (MA 162 – Marconi, São Paulo, 
Brasil) para facilitar a dispersão dos microrganismos. Realizou-se diluições 
seriadas a 1/10, 1/100, 1/1000, 1/10000, 1/100000 utilizando-se Fastidious 
Anaerobe Broth (FAB – Lab M, Bury, UK). Alíquotas de 50 µL da amostra não 
diluída e de cada diluição foram plaqueados em placas pré-reduzidas contendo 
meio Fastidious Anaerobe Agar (FAA – Lab M, Bury, UK) + 5% de sangue de 
carneiro desfibrinado + hemina (1mg/L) + menadiona (1mg/L), e incubadas em 
câmara de anaerobiose, a 37°C numa atmosfera de 10% H2, 10% CO2 e 80% N2 
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até 14 dias, para permitir a detecção de microrganismos de crescimento mais 
lento (Apêndice III). Após, 50 µL de cada diluição foram dispersos em placas pré-
reduzidas contendo meio Agar Brain Heart Infusion (BHI, Oxoid, Basingstoke, UK) 
suplementado com sangue de carneiro desfibrinado e incubadas aerobicamente a 
37°C por dois dias, para permitir o crescimento de microrganismos anaeróbios 
facultativos e aeróbios. Diretamente dos tubos de Eppendorf contendo VMGA III 
com as amostras do canal radicular, foram retirados 100 µL da amostra e 
inoculados em placas contendo meios seletivos m-Enterococcus (Difco BD, 
Sparks, EUA), McConkey Agar (Difco BD, Sparks, MD, EUA), Sabouraud Dextrose 
Agar (Difco BD, Sparks, MD, EUA), Mitis-Salivarius Agar (Difco BD, Sparks, MD, 
EUA). 
 Os períodos e as condições de incubação para cada meio são 
descritos abaixo: 
• FAA + 5% de sangue de carneiro desfibrinado + hemina (1mg/L) + 
vitamina K (1mg/L), incubados a 37°C em câmara de anaerobiose 
por 2, 7 e 14 dias; 
• BHI (Difco BD, Sparks, MD, EUA) + 5% de sangue de carneiro 
desfibrinado, incubados em estufa microbiológica a 37°C, por dois 
dias para permitir o crescimento de organismos aeróbios ou 
facultativos; 
• Ágar m-Enterococcus (Difco BD, Sparks, Maryland, EUA) para o 
isolamento de enterococos, incubadas em aerobiose a 37°C por 2 
dias; 
• Ágar McConkey (Difco BD, Sparks, Maryland, EUA) para o 
isolamento de enterobactérias, incubadas em aerobiose a 37°C por 2 
dias; 
• Ágar Sabouroud Dextrose (Difco BD, Sparks, Maryland, EUA), para a 
seleção de fungos e leveduras, incubadas aerobicamente a 26°C por 
48 horas e a 37°C por mais 7 dias; e, 
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• Agar Mitis-Salivarius (Difco BD, Sparks, Maryland, EUA), para a 
seleção de Streptococcus spp. 
 
Após a incubação, cada placa foi examinada e os diferentes tipos de 
colônia foram subcultivados em placas de FAA + 5% de sangue de carneiro 
desfibrinado + hemina (1mg/L) + vitamina K (1mg/L) recém-preparados. A seleção 
das colônias para identificação inicial foi realizada a partir das diferentes 
aparências no ágar, o que é facilitado pela adição do sangue. O reconhecimento 
morfológico das colônias foi feito de acordo com o tamanho, cor, forma, elevação, 
borda, superfície, textura, consistência, opacidade, efeito no ágar e efeito no 
sangue (nenhum, hemólise parcial, hemólise completa). As colônias foram 
isoladas em duas placas recém-preparadas contendo FAA + 5% de sangue de 
carneiro desfibrinado + hemina (1mg/L) + vitamina K (1mg/L) com o objetivo de 
determinar os requerimentos gasosos, sendo uma das placas incubada por 2 dias 
em estufa microbiológica e a outra pelo mesmo período em câmara de 
anaerobiose. Estas placas foram comparadas para determinar se os isolados 
eram anaeróbios facultativos ou estritos. As espécies que cresceram somente em 
anaerobiose foram incubadas em estufa de CO2. Caso não houvesse crescimento, 
estas seriam consideradas anaeróbias estritas (Figura 1). A morfologia bacteriana 
foi confirmada após cada incubação através da coloração de Gram (Figura 2, 
Apêndice IV). Foram realizados então os testes complementares de identificação 




Figura 1 – ISOLAMENTO BACTERIANO: A) Cultura Primária: Placa de FAA contendo 
inoculo não-diluído, após 10 dias de incubação em cabine de anaerobiose. B) 
Cultura Primária: placa contendo inóculo diluído e
pura de P. intermedia/nigrescens




m 100 vezes. C) Cultura 





O teste de fluorescência em luz ultravioleta foi realizado a fim de 
identificar presuntivamente as espécies de Porphyromonas, Prevotella 
pigmentadas, diferenciando-as de outros microrganismos não-pigmentados, em 
fase inicial de crescimento, ou seja de não-pigmentação, através da reação de 
coloração obtida a partir da fluorescência (Figura 3, Apêndice VII).  Podem ser 
obtidos como resultados desse teste:  
• Porphyromonas asaccharolytica ou Porphyromonas endodontalis – 
vermelho ou laranja; 
• Porphyromonas gingivalis – não fluorescente; 
• Prevotella spp. pigmentadas – vermelho; 
• Bacilo Gram-negativo não-pigmentado – não fluorescente, rosa ou 
laranja, amarelo; 
• Fusobacterium spp – verde; 
• Veillonella spp – vermelho; 
• Eubacterium lentum – vermelho não-fluorescente; 
• Clostridium difficile e Clostridium innocuum – verde. 
 
O teste da catalase foi realizado utilizando água oxigenada 15% para 
diferenciar cocos Gram-positivos aeróbios em Staphylococcus spp. (positivos para 
o teste) e Streptococcus spp. (negativos para o teste) (Apêndice V). 
O teste da oxidase foi realizado para diferenciar bacilos Gram-negativos 
em fermentadores de glicose e não-fermentadores, sendo positivo para os 
segundos (Anexo VI). A prova é importante na identificação de espécies 
pertencentes à Enterobacteriaceae (todas negativas) de bactérias como 
Pseudomonas, Aeromonas, Neisseria, Campylobacter e Pasteurella (todas 
positivas) 
 




Figura 3 – Teste complementar de fluorescência sob luz UV
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Após a realização dos testes complementares, kits de identificação 
foram selecionados para a especiação primária dos organismos isolados, 
conforme descrito nos Apêndices VIII e IX. Os kits bioquímicos empregados 
foram:  
• Rapid ID 32A (BioMérieux SA, Marcy-l'Etoile, França) para os 
bastonetes Gram-negativos e Gram-positivos, anaeróbios obrigatórios; 
• API Staph (BioMérieux SA, Marcy-l'Etoile, França) para os 
estafilococos e micrococos (cocos Gram-positivos, catalase positiva); 
• API Strep (BioMérieux SA, Marcy-l'Etoile, França) para os 
estreptococos (cocos Gram-positivos, catalase negativa);  
• Rapid ID 32 Strep (BioMérieux SA, Marcy-l'Etoile, França) para os 
estreptococos (cocos Gram-positivos, catalase negativa); 
• Api Candida (BioMérieux SA, Marcy-l'Etoile, França), para fungos e 
leveduras; 
• RapID  NH System (BioMérieux SA, Marcy-l'Etoile, França),  para 
Eikenella, Haemophilus, Neisseria  e Actinobacillus; e, 






4.6 TESTE DE SUSCETIBILIDADE ANTIMICROBIANA DOS ISOLADOS DOS CANAIS 
RADICULARES – E-TEST 
 
As bactérias anaeróbias estritas do grupo dos Peptostreptococcus 
(cocos Gram-positivos); as bactérias produtoras de pigmento negro do gênero 
Porphyromonas e Prevotella, (bastonetes Gram-negativos anaeróbios estritos); 
cepas de Fusobacterium nucleatum (bastonetes Gram-negativos anaeróbios 
estritos); os anaeróbios estritos Gram-positivos Gemella morbillorum e 
Propionibacterium propionicum tiveram sua suscetibilidade antimicrobiana testada 
através do método do E-test (AB BIODISK, Solna, Suécia). Os agentes 
antimicrobianos testados foram: Benzilpenicilina (PG), Amoxicilina (AC), 
Amoxicilina + ácido clavulânico (XL), Clindamicina (CM), Eritromicina (EM), 
Metronidazol (MZ) e Azitromicina (AZ).  
Para preparar o inóculo, após 24-48 h de incubação da espécie 
bacteriana em placas de FAA (Fastidious Anaerobe Agar) + sangue desfibrinado 
de carneiro, as colônias bacterianas foram transferidas para o meio líquido 
“Fastidious Anaerobe Broth” (FAB) e agitadas, para atingir a turbidez que equivale 
ao padrão 1 de McFarland (NEFELOBAC, PROBAC, São Paulo, SP, Brasil) para 
bactérias anaeróbias estritas, que foi verificado no espectrofotômetro (MARCONI, 
São Paulo, SP, Brasil). 
Placas contendo 4 mm de espessura de Brucella Agar (OXOID, 
Hampshire, Inglaterra) + 5% de sangue de carneiro desfibrinado, 1% de vitamina 
K + 0,5% de hemina (para bactérias anaeróbias estritas) foram utilizadas para o 
repique das cepas. A semeadura foi realizada em toda a extensão da placa, 
uniformemente, através de swab estéril, umedecido na suspensão bacteriana. 
Após a secagem das placas (10 a 15 minutos), as fitas de E-test, que haviam sido 
previamente removidas do congelador e já se encontravam a temperatura 
ambiente cerca de 20 minutos, foram distribuídas nas placas com o auxílio de 
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pinça estéril para cada substância a ser testada. O experimento foi executado em 
duplicata e sempre em fluxo laminar. 
As placas contendo as bactérias anaeróbias estritas foram 
imediatamente incubadas em uma câmara de anaerobiose, a 37ºC numa 
atmosfera de 10% H2, 10% CO2 e 80% N2, e a leitura realizada após 24 e 48 h de 
incubação. Os valores das CIM foram determinados pela leitura no ponto de 
intersecção entre o halo de inibição em forma de elipse e a fita do E-test, 
considerando o ponto de inibição completa de crescimento (Figura 4). De acordo 
com as recomendações do fabricante, a interpretação dos valores das CIMs do E-
test em diferentes categorias de sensibilidade foi realizada seguindo o guia de 
interpretação da CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) (Tabela 1). 
 
Tabela 1 – Valores interpretativos dos pontos de corte para determinação da 
suscetibilidade dos microrganismos aos agentes antimicrobianos 




S* I* R* 
Penicilina G ≤0.5 1 ≥2 CLSI 2007 
Amoxicilina ≤4 8 ≥16 CLSI 2007 
Amoxicilina + Ácido Clavulânico ≤2 4 ≥8 CLSI 2007 
Clindamicina ≤2 4 ≥8 CLSI 2007 
Metronidazol ≤8 16 ≥32 CLSI 2007 
Azitromicina ≤2 - - Van Winkelhoff et al., 2005. 
Eritromicina 4 - - Van Winkelhoff et al., 2005. 
* S = suscetível, I = intermediário, R = resistente. 
 
Figura 4 – Placa utilizada na avaliação da suscetibilidade aos antimicrobianos. A) 
Placa com crescimento bacteriano de 
de eritromicina, após 48 horas de incubação. B) Aumento da figura 
anterior, mostrando o ponto de intersecção (seta) entre o halo de 











4.7 TESTE DE BETA-LACTAMASE 
HAMPSHIRE - UK. 
 
As cepas testadas foram as mesmas
realização do teste, reconstituiu
SR112 agregando-o ao conteúdo de um vidro de líquido de reidratação SR 112A. 
Adicionou-se então uma gota da solução de nitrocefin em um recipiente limpo. 
Com uma alça estéril, pegou
nitrocefin. O resultado foi considerado positivo quando houve uma mudança da cor 
de amarelo para vermelho num perí
ficou na estufa a 37ºC (Figura 5
 
Figura 5 – Reação de β-lactamase após 30 minutos de incubação em estufa a 




- NITROCEFIN (GLAXO RESEARCH 87/312)
 testadas para o 
-se o conteúdo de um vidro de nitrocefin liofilizado 
-se uma colônia da placa e a emulsionou na gota de 











Os dados coletados foram colocados em uma planilha de cálculo 
(Microsoft Office Excell 2007, Microsoft Corporation, EUA) e estatisticamente 
analisados utilizando-se o programa SPSS for Windows (SPSS Inc., Chicaco, 
Illinois, EUA). O Teste Qui-quadrado de Pearson ou o Teste Exato de Fisher foram 
utilizados para  testar a hipótese nula que não há relação entre: 
a) sinais e sintomas clínicos e a presença de microrganismos específicos 
nos canais radiculares analisados; 
b) pares de bactérias identificados nos canais radiculares. Se a hipótese 
nula for negada, haverá associação entre pares de espécies e haverá 
associação estatisticamente significativa entre elas; o que seria 
calculado através da prevalência individual das espécies, considerando 
sua distribuição aleatória. 
Contudo, quando houve associação estatisticamente significante ao 
nível de 5%, a proporção populacional expressa como odds ratio ou risco foi 
empregada para classificar as associações em positivas (Odds ratio > 2,0) ou  





5  RESULTADOS 
 
 
5.1 CARACTERÍSTICAS CLÍNICAS 
 
Foram selecionados 30 pacientes que apresentavam dentes com 
necrose pulpar e abscesso periapical com idades variando entre 21 e 70 anos, 
sendo que 8 deles pertenciam ao gênero masculino e 22 ao gênero feminino.  
Os elementos dentais avaliados pertenciam ao grupo dos incisivos 
(11/30), caninos (4/30), pré-molares (5/30) e molares (10/30). Clinicamente, 43% 
apresentaram-se com cárie dental, 43% estavam restaurados e apenas 16% 
estavam hígidos.  
Os trinta pacientes relataram dor espontânea, localizada e contínua no 
momento do atendimento. Cerca de 43% dos pacientes associaram ocorrência de 
dores prévias no elemento dental em questão. Quando questionados quanto ao 
tempo de duração da sintomatologia dolorosa, 19/30 relataram que a dor havia 
surgido no período de até dois dias, 7/30 teve seu surgimento entre 3 e 5 dias, e 
apenas 4/30 relataram dores há mais de 6 dias. As respostas aos testes de 
percussão vertical e palpação periapical demonstraram-se positivas em 100% e 
77% dos casos, respectivamente. No momento da coleta, 10 canais estavam 
secos enquanto que 20 apresentavam-se molhados. Destes, observou-se 
exsudação purulenta (16/20), sanguinolenta (1/20) ou sanguinolenta e purulenta 
(3/20). Após o acesso endodôntico, verificou-se presença de odor em 67% dos 
casos.  
Dos 23 pacientes que se apresentavam com sintomatologia positiva à 
palpação periapical, em apenas 19 deles constatou-se presença de aumento de 
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volume associado à região do elemento dental. Em 14 casos, a tumefação era 
localizada e em 5 casos estava difusa. Em relação ao tempo, 42% dos pacientes 
relataram que o início do edema havia ocorrido há 1 dia, 32% há 2 dias e 26% há 
mais que 3 dias. 
Ao exame radiográfico, observou-se que em 7 casos havia aumento do 
espaço do ligamento periodontal na região periapical e em 23 casos estavam 
associados com lesão periapical. 
Após avaliação das características clínicas e radiográficas dos 
elementos dentais com necrose pulpar e abscesso periapical, 7 deles eram 
abscessos periapicais intra-ósseos, 3 eram abscessos periapicais sub-periósteos 
e 20 eram abscessos periapicais submucosos. Apenas 1 caso apresentava-se 
como abscesso periapical e fístula. 
 
5.2 MICROBIOTA DOS CANAIS RADICULARES DE DENTES COM NECROSE PULPAR E 
ABSCESSO PERIAPICAL  
 
 A totalidade das amostras obtidas do canal radicular apresentou 
crescimento microbiano. Os achados clínicos de cada paciente e microbiota 
isolada dos canais radiculares estão apresentados no Apêndice X. Observou-se 
uma predominância de bactérias pertencentes ao filo Firmicutes (47%). Fungos, 
representados pelo filotipo Ascomycota, foram equivalentes a 1% das cepas 
obtidas dos canais radiculares. A porcentagem de distribuição dos microrganismos 
isolados nos respectivos filotipos está relacionada na Figura 6. 
  
 
              
Figura 6 – Distribuição percentual dos microrganismos isolados do canal radicular 
em filotipos.  
A microbiota dos canais radiculares estudados era composta por 
de bactérias anaeróbias estritas e 
(Figura 7). Foram isolados 
sendo enquadrados em 24
apenas pelo seu gênero. Observou
Gram-negativos (86/159) em relação aos Gram
canais radiculares abrigaram individualmente um máximo de 11 espécies 
diferentes de microrganismos, com média de 4





10% de microrganismos anaeróbios facultativos 
159 microrganismos pertencentes a 43
 diferentes gêneros. Onze bactérias foram identificadas 
-se um discreto predomínio de microrganismos 
-positivos (73/159) (Figura 8
-6 espécies por canal (


















Figura 7 – Proporção de microrganismos 
facultativos isolados em canais de dentes com necrose pulpar e 
abscesso periapical
Figura 8 – Freqüência de espécies gram
dos tipos morfológicos quanto à coloração de Gram em canais de 
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Figura 9 – Distribuição de microrganismos por canal radicular. 
 
As bactérias anaeróbias estavam presentes em 100% dos casos 
estudados, e os microrganismos mais freqüentemente isolados foram 
Peptostreptococcus micros (n=16), Gemella morbillorum (n=13), Prevotella oralis 
(n=10), Prevotella intermedia/nigrescens (n=8), Prevotella disiens (n=6) e 
Finegoldia magna (n=6) (Tabela 2). Bactérias anaeróbias facultativas foram 
encontradas em 47% dos canais, principalmente Eubacterium limosum (n=3) e 











































Tabela 2 – Morfologia, coloração de Gram e freqüência dos microrganismos 
isolados de 30 canais radiculares de dentes com necrose pulpar e 
abscesso periapical. 
Espécie Morfologia Gram Requerimento Gasoso Total (n) 
Filo Actinobacteria (n=17) 
Propionibacterium acnes Bacilo Positivo Anaeróbio Estrito 4 
Propionibacterium propionicum Bacilo Positivo Anaeróbio Estrito 3 
Actinomyces meyeri Bacilo Positivo Anaeróbio Estrito 2 
Actinomyces naeslundii Bacilo Positivo Anaeróbio Facultativo 2 
Actinomyces odontolyticus Bacilo Positivo Anaeróbio Estrito 2 
Bifidobacterium spp. Bacilo Positivo Anaeróbio Estrito 2 
Bifidobacterium adolescentis Bacilo Positivo Anaeróbio Estrito 1 
Bifidobacterium bifidum Bacilo Positivo Anaeróbio Estrito 1 
Filo Bacteroidetes (n=55) 
Prevotella buccae Bacilo Negativo Anaeróbio Estrito 10 
Prevotella oralis Bacilo Negativo Anaeróbio Estrito 10 
Bacteroides ureolyticus Bacilo Negativo Anaeróbio Estrito 8 
Prevotella intermedia/nigrescens Bacilo Negativo Anaeróbio Estrito 8 
Prevotella disiens  Bacilo Negativo Anaeróbio Estrito 6 
Porphyromonas gingivalis Bacilo Negativo Anaeróbio Estrito 5 
Capnocytophaga spp Coco Negativo Anaeróbio Estrito 2 
Porphyromonas endodontalis Bacilo Negativo Anaeróbio Estrito 2 
Prevotella spp Bacilo Negativo Anaeróbio Estrito 2 
Porphyromonas asaccharolytica Bacilo Negativo Anaeróbio Estrito 1 
Prevotella loescheii Bacilo Negativo Anaeróbio Estrito 1 
Filo Firmicutes (n=74) 
Peptostreptococcus micros Coco Positivo Anaeróbio Estrito 16 
Gemella morbillorum Coco Positivo Anaeróbio Facultativo 13 
Finegoldia magna Coco Positivo Anaeróbio Estrito 6 
Anaerococcus prevotii Coco Positivo Anaeróbio Estrito 5 
Clostridium botulinum Bacilo Positivo Anaeróbio Estrito 5 
Egghertella lenta Bacilo Positivo Anaeróbio Estrito 4 
Clostridium spp Bacilo Positivo Anaeróbio Estrito 3 
Clostridium bifermentans Bacilo Positivo Anaeróbio Estrito 3 
Eubacterium limosum Bacilo Positivo Anaeróbio Facultativo 3 
Staphylococcus epidermidis Coco Positivo Anaeróbio Facultativo 3 
Clostridium tyrobutyricum Bacilo Positivo Anaeróbio Estrito 2 
Veillonella spp Coco Negativo Anaeróbio Estrito 2 
Anaerococcus viridans Coco Positivo Anaeróbio Estrito 1 
Clostridium acetobutylicum Bacilo Positivo Anaeróbio Estrito 1 
Clostridium difficile Bacilo Positivo Anaeróbio Estrito 1 
Clostridium tetani Bacilo Positivo Anaeróbio Estrito 1 
Enterococcus faecalis Coco Positivo Anaeróbio Facultativo 1 





Tabela 2 – Morfologia, coloração de Gram e freqüência dos microrganismos 
isolados de 30 canais radiculares de dentes com necrose pulpar e 
abscesso periapical (Continuação). 
Espécie Morfologia Gram Requerimento Gasoso Total (n) 
Filo Firmicutes (n=74) 
Staphylococcus xylosus Coco Positivo Anaeróbio Facultativo 1 
Stenotrophomonas maltophylia Coco Negativo Anaeróbio Facultativo 1 
Streptococcus constellatus Coco Positivo Anaeróbio Facultativo 1 
Filo Fusobacteria (n=7) 
Fusobacterium necrophorum Bacilo Negativo Anaeróbio Estrito 4 
Fusobacterium nucleatum Bacilo Negativo Anaeróbio Estrito 3 
Filo Proteobacteria (n=5) 
Escherichia coli Bacilo Negativo Anaeróbio Facultativo  2 
Neisseria spp. Coco Negativo Anaeróbio Facultativo 2 
Haemophilus paraphrophilus Bacilo Negativo Anaeróbio Facultativo 1 
Filo Ascomycota (n=1) 
Candida albicans - - Aeróbio 1 
 
Em um canal radicular foi isolado fungo, que pertencia à espécie 
Candida albicans. Apenas duas bactérias pertencentes à família 
Enterobacteriaceae foram isoladas nos 30 canais radiculares de dentes que 
apresentavam necrose pulpar e abscesso periapical, pertencendo à espécie 
Escherichia coli. Apenas uma bactéria pertencente à espécie Enterococcus 
faecalis foi identificada através do método de cultura microbiana. 
Bacilos produtores de pigmento negro foram isolados em 37% dos 
canais radiculares, sendo que as espécies mais freqüentemente encontradas 
foram Prevotella intermedia/nigrescens (n=8), Porphyromonas gingivalis (n=5) e 






5.3 CORRELAÇÕES ENTRE MICRORGANISMOS E SINAIS E SINTOMAS DE ORIGEM 
ENDODÔNTICA 
 
Associações positivas foram encontradas entre dor prévia e Prevotella 
disiens (p=0,024). De acordo com os relatos dos pacientes quanto ao tempo de 
duração da sintomatologia dolorosa atual, 19/30 relataram que a dor havia surgido 
no período de até dois dias, 7/30 teve seu surgimento entre 3 e 5 dias, e apenas 
4/30 relataram dores há mais de 6 dias. Associação positiva entre dor com 
períodos de até dois dias e as seguintes espécies bacterianas foram 
estabelecidas: Peptostreptococcus micros (p=0,05; IC= 1118-29847) e Prevotella 
oralis (p=0,049; IC=0,954 – 84899). Correlação entre dor de duração entre 3 a 5 
dias foi observada para Neisseria spp. (p=0,048; IC=0,876–2,237). No entanto, 
quando o paciente relatou dor há mais de 6 dias, foram encontradas associações 
positivas desta característica com Bacteroides ureolyticus (p=0,048; IC=1,072 – 
148,128); Eubacterium limosum (p=0,039; IC=1,521 – 410,865) e Porphyromonas 
gingivalis (p=0,009; IC=2,459–527,058). 
A presença de canal molhado durante a coleta microbiológica foi 
constatada em 20 casos, enquanto que canais secos foram encontrados em 10 
casos, não havendo associação entre essas características e espécies 
bacterianas específicas, embora todos os canais tenham demonstrado 
crescimento microbiano. Odor foi observado em 20/30 casos e sua presença foi 
associada a Peptostreptococcus micros (p=0,019; IC=1,511–57,654) e 
Propionibacterium propionicum (p=0,030; IC=0,467-1,050) . 
A mobilidade dental foi constatada em 15 dentes, mas sua presença 
não estava associada aos microrganismos isolados. 
O estado do tecido periapical estava associado com a presença de 
microrganismos específicos. Quando havia um espessamento do espaço 
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periodontal da região periapical, associações estatisticamente positivas foram 
observadas com as bactérias anaeróbias Porphyromonas endodontalis (p=0,048; 
IC=0,876-2,237) e Prevotella disiens (p=0,016; IC=1,741-112,551). A presença de 
lesão periapical não foi associada a nenhuma bactéria, apesar dos canais 
radiculares apresentarem crescimento microbiano. Dor à palpação esteve 
associada à presença de Actinomyces meyeri (p=0,048; IC=0,477-1,141). O 
edema localizado demonstrou relação com a presença de Peptostreptococcus 
micros (p=0,026; IC=1,094-6,298) e Prevotella oralis (p=0,05; IC=0,086-13,822). 
Quando o diagnóstico clínico foi dado como abscesso periapical intra-ósseo ou 
abscesso submucoso, não se observou relação estatisticamente significante ao 
nível de 5% com espécies bacterianas.  
Foram encontradas associações estatisticamente significantes entre 
bactérias anaeróbias estritas Porphyromonas gingivalis e Bacteroides ureolyticus 
(p=0,049; IC=0,780-46,143); Fusobacterium nucleatum e Clostridium spp 
(p=0,020; IC=2,290-1180,822); Peptostreptococcus micros e Clostridium 
botullinum (p=0,045; IC=1,045-2,024). 
O gênero Prevotella foi associado ao bacilo anaeróbio Gram-positivo 
Bifidobacterium bifidum (p=0,05; IC=0,500-7,991). Correlações positivas também 
foram estabelecidas entre Prevotella disiens e Porphyromonas endodontalis 
(p=0,034; IC=0,0852 – 2,641). 
Embora menos freqüentemente isoladas nos 30 casos analisados, 
associações positivas entre as bactérias aeróbias facultativas Staphylococcus 




5.4  MICRORGANISMOS ISOLADOS NA SALIVA 
  
A totalidade das amostras obtidas da saliva dos pacientes que 
apresentavam elementos dentais com necrose pulpar associados a abscessos 
periapicais agudos apresentou crescimento microbiano (Apêndice XI). Observou-
se uma predominância de bactérias pertencentes ao filo Firmicutes (79%). A 
presença de fungos, representados no filotipo Ascomycota atingiu níveis de 14% 
em relação ao total de microrganismos isolados na saliva. A percentagem de 
distribuição dos microrganismos isolados nos respectivos filotipos está relacionada 




















Os microrganismos isolados das amostras de saliva pertenciam a 9 
gêneros, sendo as bactérias mais freqüentemente isoladas Staphylococcus 
epidermidis (15%) e Streptococcus mutans (10%). Fungos foram isolados em 17% 
das amostras, pertencendo à espécie Candida albicans. Enterobactérias não 
foram isoladas na saliva dos pacientes avaliados. Enterococcus faecalis foi isolada 
em apenas 3 amostras, nas quais esse microrganismo não foi isolado do canal 
radicular do mesmo paciente. A prevalência das espécies isoladas na saliva dos 
pacientes está relacionada na Tabela 3. 
 
Tabela 3 – Morfologia, coloração de Gram e freqüência dos microrganismos 
isolados de 30 coletas de saliva. 
Espécie Morfologia Gram Requerimento Gasoso Total (n) 
Filo Bacteroidetes (n=2) 
Capnocytophaga spp Coco Negativo Anaeróbio Estrito 2 
Filo Firmicutes (n=33) 
Staphylococcus epidermidis Coco Positivo Anaeróbio Facultativo 7 
Streptococcus mitis 1 Coco Positivo Anaeróbio Facultativo 5 
Enterococcus faecalis Coco Positivo Anaeróbio Facultativo 3 
Staphylococcus aureus Coco Positivo Anaeróbio Facultativo 3 
Streptococcus oralis Coco Positivo Anaeróbio Facultativo 3 
Gemella morbillorum Coco Positivo Anaeróbio Facultativo 2 
Staphylococcus caprae Coco Positivo Anaeróbio Facultativo 2 
Streptococcus intermedius Coco Positivo Anaeróbio Facultativo 2 
Streptococcus salivarius Coco Positivo Anaeróbio Facultativo 2 
Anaerococcus prevotii Coco Positivo Anaeróbio Estrito 1 
Staphylococcus haemolyticus Coco Positivo Anaeróbio Facultativo 1 
Streptococcus spp. Coco Positivo Anaeróbio Facultativo 1 
Streptococcus mutans Coco Positivo Anaeróbio Facultativo 1 
Filo Proteobacteria (n=4) 
Neisseria spp. Coco Negativo Anaeróbio Facultativo 2 
Haemophilus aphrophilum Bacilo Negativo Anaeróbio Facultativo 1 
Haemophilus paraphrophilum Bacilo Negativo Anaeróbio Facultativo 1 
Filo Ascomycota (n=6) 
Candida albicans - - Aeróbio 5 
Candida albicans 2 - - Aeróbio 1 
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5.5  SUSCETIBILIDADE AOS AGENTES ANTIMICROBIANOS (E-TEST)  
 
Foram testadas as suscetibilidades antimicrobianas dos seguintes 
microrganismos anaeróbios estritos isolados de diferentes coletas clínicas: 
Fusobacterium nucleatum, Gemella morbillorum, Prevotella buccae, Prevotella 
intermedia/nigrescens, Prevotella disiens, Porphyromonas endodontalis, 
Peptostreptococcus micros, Prevotella oralis, Propionibacterium propionicum 
(n=1). Não foi possível avaliar a totalidade das cepas isoladas, pois alguns 
microrganismos, após sua identificação, não sobreviveram ao armazenamento 
e/ou processamento microbiológico. No entanto, um grupo significativo delas foi 
estudado, conforme a Tabela 4. 
 
Tabela 4 – Número de cepas isoladas e submetidas ao E-test e Teste de β-
Lactamase. 
 
Espécie Isolados Clínicos Cepas testadas 
F. nucleatum 3 3 
G. morbillorum 13 8 
P. buccae 10 8 
P. intermedia/nigrescens 8 7 
P. disiens 6 2 
P. oralis 10 7 
P. endodontalis 2 1 
P. gingivalis 5 2 
P. micros 16 9 




Os índices de suscetibilidade foram determinados de acordo com as 
concentrações inibitórias mínimas reportadas por normas do Clinical and 
Laboratory Standards Institute – CLSI (2007) e descritas por van Winkenhoff et al. 
(2005). Os resultados foram considerados em três categorias: suscetível (S), 
intermediário (I) e resistente (R). Os valores de CIM50 e CIM90 são relativos às 
concentrações inibitórias mínimas de cada agente antimicrobiano para 50 e 90% 
das cepas isoladas, respectivamente.  
Os microrganismos Prevotella buccae, Prevotella 
intermedia/nigrescens, Prevotella disiens, Peptostreptococcus micros e 
Propionibacterium propionicum foram 100% suscetíveis à amoxicilina e ao 
metronidazol. Todas as espécies de Prevotella disiens não demonstraram 
resistência aos agentes antimicrobianos testados. 
Cerca de 33% das espécies de Fusobacterium nucleatum isolados 
foram suscetíveis à benzilpenicilina, amoxicilina + ácido clavulânico, eritromicina e 
à azitromicina. Apenas os antimicrobianos eritromicina e azitromicina foram 
efetivos frente às cepas isoladas de Gemella morbillorum. 
Os valores da CIM50, CIM90, valores mínimo e máximo das 
concentrações para cada espécie, além de sua suscetibilidade estão descritos nas 




Tabela 5 – Valores médios de CIM50 e CIM90 e da suscetibilidade das cepas de 
Fusobacterium nucleatum (n=3) frente aos agentes antimicrobianos. 
 
CIM (µg/mL) Suscetibilidade 
CIM50 CIM90 Variação 
S I R 
n % n % n % 
PG >256 >256 0.016 – >256 1 33 0 - 2 67 
AC 0.032 >256 0.032 – >256 1 33 0 - 2 67 
XL 0.016 0.75 0.016 – >256 2 67 0 - 1 33 
CM >256 >256 0.016 – >256 2 67 0 - 1 33 
EM >256 >256 1.0 – >256 1 33 0 - 2 67 
AZ >256 >256 0.032 – >256 1 33 0 - 2 67 
MZ 0.25 >256 0.032 – >256 2 67 0 - 1 33 
* S = suscetível; I = intermediário; R = resistente; PG = penicilina G; AC = amoxicilina; XL = 
amoxicilina + ácido clavulânico; CM = clindamicina; EM = eritromicina; AZ = azitromicina; MZ = 
metronidazol. 
 
Tabela 6 – Valores médios de CIM50 e CIM90 e da suscetibilidade das cepas de 
Gemella morbillorum (n=8) frente aos agentes antimicrobianos. 
 
CIM (µg/mL) Suscetibilidade 
CIM50 CIM90 Variação 
S I R 
n % n % n % 
PG >256 >256 0.016 – >256 3 37,5 0 - 5 62,5 
AC 0.23 15 0.016 – >256 6 75 1 12,5 1 12,5 
XL 1.5 >256 0.016 – >256 6 75 0 - 2 25 
CM 6 >256 0.016 – >256 7 87,5 0 - 1 12,5 
EM 0.023 0.047 0.016 – 0.05 8 100 0 - 0 - 
AZ 1.5 1.5 0.19 – >256 8 100 0 - 0 - 
MZ >256 >256 0.016 – >256 3 37,5 0 - 5 62,5 
* S = suscetível; I = intermediário; R = resistente; PG = penicilina G; AC = amoxicilina; XL = 





Tabela 7 – Valores médios de CIM50 e CIM90 e da suscetibilidade das cepas de 
Prevotella buccae (n=8) frente aos agentes antimicrobianos. 
 
CIM (µg/mL) Suscetibilidade 
CIM50 CIM90 Variação 
S I R 
n % n % n % 
PG 0.047 0.19 0.016 – 48 7 87,5 0 - 1 12,5 
AC 0.125 0.94 0.016 – 4.0 8 100 0 - 0 - 
XL 0.125 0.50 0.032 – 3.0 7 87,5 1 12,5 0 - 
CM 1.0 4.0 0.016 – 15 6 75 2 25 0 - 
EM 1.5 2.0 0.50 – >256 7 87,5 0 - 1 12,5 
AZ 1.0 1.5 0.19 – >256 7 87,5 0 - 1 12,5 
MZ 0.19 0.25 0.094 – 0.38 8 100 0 - 0 - 
* S = suscetível; I = intermediário; R = resistente; PG = penicilina G; AC = amoxicilina; XL = 
amoxicilina + ácido clavulânico; CM = clindamicina; EM = eritromicina; AZ = azitromicina; MZ = 
metronidazol. 
 
Tabela 8 – Valores médios de CIM50 e CIM90 e da suscetibilidade das cepas de 
Prevotella intermedia/nigrescens (n=7) frente aos agentes 
antimicrobianos. 
 
CIM (µg/mL) Suscetibilidade 
CIM50 CIM90 Variação 
S I R 
n % n % n % 
PG 0.016 0.016 0.016 – >256 6 85,7 0 - 1 14,3 
AC 0.016 0.016 0.016 – 1.5 7 100 0 - 0 - 
XL 0.016 0.032 0.016 – 0.25 7 100 0 - 0 - 
CM 0.016 0.75 0.016 – 1.5 7 100 0 - 0 - 
EM 0.023 0.094 0.016 – 32 6 85,7 0 - 1 14,3 
AZ 0.094 0.19 0.016 – 32 6 85,7 0 - 1 14,3 
MZ 0.032 0.064 0.016 – 0.125 7 100 0 - 0 - 
* S = suscetível; I = intermediário; R = resistente; PG = penicilina G; AC = amoxicilina; XL = 





Tabela 9 – Valores médios de CIM50 e CIM90 e da suscetibilidade das cepas de 
Prevotella disiens (n=2) frente aos agentes antimicrobianos. 
 
CIM (µg/mL) Suscetibilidade 
CIM50 CIM90 Variação 
S I R 
n % n % n % 
PG 0.016 0.016 - 2 100 0 - 0 - 
AC 0.016 0.016 - 2 100 0 - 0 - 
XL 0.016 0.016 - 2 100 0 - 0 - 
CM 0.016 0.064 0.016 – 0.064 2 100 0 - 0 - 
EM 0.016 0.094 0.016 – 0.094 2 100 0 - 0 - 
AZ 0.016 0.125 0.016 – 0.125 2 100 0 - 0 - 
MZ 0.016 0.023 0.016 – 0.023 2 100 0 - 0 - 
* S = suscetível; I = intermediário; R = resistente; PG = penicilina G; AC = amoxicilina; XL = 
amoxicilina + ácido clavulânico; CM = clindamicina; EM = eritromicina; AZ = azitromicina; MZ = 
metronidazol. 
 
Tabela 10 – Valores médios de CIM50 e CIM90 e da suscetibilidade das cepas de 
Porphyromonas endodontalis (n=1) frente aos agentes 
antimicrobianos. 
 
CIM (µg/mL) Suscetibilidade 
CIM50 CIM90 Variação 
S I R 
n % n % n % 
PG 24 24 - 0 - 0 - 1 100 
AC 6 6 - 0 - 1 100 0 - 
XL 4 4 - 0 - 1 100 0 - 
CM 0.016 0.016 - 1 100 0 - 0 - 
EM 0.5 0.5 - 1 100 0 - 0 - 
AZ 0.25 0.25 - 1 100 0 - 0 - 
MZ 0.016 0.016 - 1 100 0 - 0 - 
* S = suscetível; I = intermediário; R = resistente; PG = penicilina G; AC = amoxicilina; XL = 





Tabela 11 – Valores médios de CIM50 e CIM90 e da suscetibilidade das cepas de 
Peptostreptococcus micros (n=9) frente aos agentes antimicrobianos. 
 
 
CIM (µg/mL) Suscetibilidade 
CIM50 CIM90 Variação 
S I R 
n % n % n % 
PG 0.016 0.016 0.016 – 0.064 9 100 0 - 0 - 
AC 0.19 1.0 0.016 – 16 9 100 0 - 0 - 
XL 0.023 0.032 0.016 – 0.094 9 100 0 - 0 - 
CM 0.75 1.0 0.016 – 2.0 9 100 0 - 0 - 
EM 0.50 1.0 0.016 – >256 7 78 0 - 2 22 
AZ 0.19 1.0 0.016 – 16 7 78 0 - 2 22 
MZ 0.064 0.25 0.016 – 1.0 9 100 0 - 0 - 
* S = suscetível; I = intermediário; R = resistente; PG = penicilina G; AC = amoxicilina; XL = 
amoxicilina + ácido clavulânico; CM = clindamicina; EM = eritromicina; AZ = azitromicina; MZ = 
metronidazol. 
 
Tabela 12 – Valores médios de CIM50 e CIM90 e da suscetibilidade das cepas de 
Prevotella oralis (n=7) frente aos agentes antimicrobianos. 
 
 
CIM (µg/mL) Suscetibilidade 
CIM50 CIM90 Variação 
S I R 
n % n % n % 
PG 0.016 0.016 0.016 – 1.0 6 85,7 1 14,3 0 - 
AC 0.016 0.19 0.016 – 1.5 7 100 0 - 0 - 
XL 0.016 0.23 0.016 – 0.5 7 100 0 - 0 - 
CM 0.5 3.0 0.016 – 3.0 5 71,5 2 28,5 0 - 
EM 0.5 96 0.016 – >256 5 71,5 2 28,5 0 - 
AZ 0.75 1.0 0.047 – 3.0 7 100 0 - 0 - 
MZ 0.032 0.23 0.016 – 256 6 85,7 1 14,3 0 - 
* S = suscetível; I = intermediário; R = resistente; PG = penicilina G; AC = amoxicilina; XL = 





Tabela 13 – Valores médios de CIM50 e CIM90 e da suscetibilidade das cepas de 
Propionibacterium propionicum (n=1) frente aos agentes 
antimicrobianos. 
 
CIM (µg/mL) Suscetibilidade 
CIM50 CIM90 Variação 
S I R 
n % n % n % 
PG 0.016 0.016 - 1 100 0 - 0 - 
AC 0.016 0.016 - 1 100 0 - 0 - 
XL 0.094 0.094 - 1 100 0 - 0 - 
CM 0.016 0.016 - 1 100 0 - 0 - 
EM 0.25 0.25 - 1 100 0 - 0 - 
AZ 0.032 0.032 - 1 100 0 - 0 - 
MZ 0.25 0.25 - 1 100 0 - 0 - 
* S = suscetível; I = intermediário; R = resistente; PG = penicilina G; AC = amoxicilina; XL = 




5.6   PRODUÇÃO DE BETA-LACTAMASE 
 
As cepas testadas para o teste de produção de β-lactamase foram as 
mesmas testadas quanto à suscetibilidade aos agentes antimicrobianos. As 
espécies Gemella morbillorum, Prevotella disiens, e Propionibacterium 
propionicum não foram capazes de degradar o antimicrobiano Nitrocefin, 
indicando a ausência da enzima β-lactamase. Dos isolados clínicos, 33% (n=1) 
das cepas de Fusobacterium nucleatum, 29% (n=2) de Prevotella oralis, 25% 
(n=2) de Prevotella buccae, 15% (n=1) de Prevotella intermedia/nigrescens e 12% 
(n= 1) de Peptostreptococcus micros foram positivos ao teste. 
As cepas capazes de produzir beta-lactamases demonstraram valores 
de CIM bastante elevados, superiores ou próximos aos limites para que fossem 
consideradas resistentes aos agentes antimicrobianos benzilpenicilina e 
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amoxicilina. Apenas uma cepa de P. buccae demonstrou ser resistente à 
amoxicilina + ácido clavulânico. Os resultados referentes às Concentrações 
Inibitórias Mínimas para essas cepas estão descritos na Tabela 14. 
 
Tabela 14 – Valores das concentrações inibitórias mínimas e perfil de 
suscetibilidade à benzilpenicilina, amoxicilina e amoxicilina + 
ácido clavulânico das cepas produtoras de beta-lactamases. 
 
 Benzilpenicilina Amoxicilina Amox.+Ác. Clav. 
Microrganismo Cepa CIM Perfil CIM Perfil CIM Perfil 
F. nucleatum 1 >256 R 2.0 S 0.75 S 
P. oralis 1 0.064 S 0.016 S 0.047 S 
P. oralis 2 0.016 S 0.075 S 0.016 S 
P. buccae 1 0.19 S 3.0 S 0.50 S 
P. buccae 2 48.0 R 4.0 R 3.0 R 
P. int/nig 1 >256 R 1.5 S 0.25 S 
P. micros 1 0.064 S 0.016 S 0.023 S 
* CIM = Concentração Inibitória Mínima; R = resistente; S = Suscetível; Amox. + Ác. Clav. = 





6.1 COMPOSIÇÃO DA MICROBIOTA DE CANAIS RADICULARES DE DENTES COM NECROSE 
PULPAR E ABSCESSO PERIAPICAL 
 
As infecções endodônticas primárias são constituídas por interações 
entre espécies de microrganismos. Estudos sugerem que a presença ou ausência 
de sintomatologia está associada às características específicas da composição 
microbiana, tanto qualitativa quanto quantitativamente (Sundqvist, 1976; Yoshida 
et al., 1987; Hashioka et al., 1992). Foram isolados neste trabalho, 159 
microrganismos, distribuídos em 24 gêneros e pertencentes a 43 espécies, com 
uma média de 4 a 6 espécies por canal radicular, confirmando o estabelecimento 
de uma infecção polimicrobiana relatado previamente por Gomes et al. (1994a,b) e  
Jacinto et al. (2003).  
Em todos os casos estudados houve crescimento bacteriano, 
observando-se uma alta taxa de isolamento de microrganismos. Trabalhos 
anteriores de Keudell et al. (1976) demonstraram crescimento bacteriano em 
apenas 64% dos casos, enquanto todos os casos cultivados por Nair (1987) foram 
positivos para crescimento. O emprego de meios de transporte pré-reduzidos e de 
meios de cultura enriquecidos favoreceu a recuperação dos microrganismos após 
a coleta clínica. A observância destes fatores foi destacada inicialmente por Morse 
(1981) e são determinantes para que o método de cultura microbiana seja efetivo.  
No presente estudo, não se esperou isolar microrganismos fastidiosos 
como espiroquetas e micoplasmas, pois os mesmos não sobreviveriam ao 
processamento laboratorial. Tais microrganismos são mais facilmente detectados 
por métodos moleculares, o que evidencia a necessidade de estudos futuros para 
92 
 
a avaliação das amostras clínicas obtidas, de modo a ampliar o número de 
microrganismos encontrados nos canais radiculares infectados.  
A população microbiana dos canais radiculares estudados abrigava 
90% de cepas anaeróbias estritas, 10% de anaeróbios facultativos e fungos. Em 
todos os casos avaliados, estava presente ao menos uma espécie fastidiosa. 
Jacinto et al. (2003) relataram que 72% das cepas em casos de infecções 
endodônticas primárias sintomáticas eram anaeróbios estritos, e que estes 
estavam em maior número quando comparados às infecções assintomáticas. Os 
microrganismos anaeróbios estritos que colonizam o canal radicular infectado são 
residentes no próprio hospedeiro (Finegold, 1993). As diversas relações 
ecológicas que se estabelecem no interior dos canais radiculares ocasionam uma 
diminuição da tensão de oxigênio e do potencial de óxido-redução, favorecendo a 
infecção por microrganismos anaeróbios estritos (Gharbia & Shah, 1993).  
A presença concomitante de microrganismos facultativos e anaeróbios 
estritos foi observada em 40% casos, uma vez que nos demais casos apenas 
anaeróbios estritos foram encontrados. Yoshida et al. (1987) e Martinho (2007) 
sugerem que espécies facultativas estão associadas a ausência de sintomatologia 
dolorosa espontânea. 
As endotoxinas são derivadas de bactérias Gram-negativas e consistem 
primariamente de lipopolissacarídeos (LPS), presentes na estrutura da membrana 
externa dessas bactérias (Koneman et al., 2002). Jacinto et al. (2005) 
demonstraram uma correlação positiva entre a presença de endotoxinas 
bacterianas e o desenvolvimento de sintomatologia dolorosa. Em nosso estudo, 
houve predomínio de cocos Gram-positivos e bacilos Gram-negativos, 
concordando com os resultados de Sousa et al. (2003). A presença simultânea de 
microrganismos Gram-negativos e Gram-positivos ocorreu em 27 dos casos 




Peptostreptococcus micros foi a espécie mais freqüentemente isolada 
nos canais radiculares. Associação positiva foi verificada entre P. micros e canal 
molhado. A interação entre P. micros e Fusobacterium nucleatum e Fusobacterium 
necrophorum foi verificada, demonstrando uma correlação estatisticamente 
significativa. P. micros é um coco Gram-positivo anaeróbio estrito, comumente 
encontrado nas mucosas da cavidade oral, intestinos e vagina. Rams et al. (1992) 
relataram a sua participação no desenvolvimento de periodontites, sendo 
dificilmente isolado em placa bacteriana de indivíduos saudáveis. Tanabe et al. 
(2007) demonstraram, in vitro, a capacidade de componentes da parede celular de 
P. micros em induzir vias de sinalização intracelular em macrófagos, aumentando 
a produção de citocinas, quimiocinas e MMP-9. Gomes et al. (2004) isolaram este 
microrganismo em 35% dos casos de infecções primárias, e sua presença esteve 
associada à dor. Van Dalen et al. (1998) demonstraram in vitro que a associação 
entre P. micros e diferentes cepas do bacilo Gram-negativo Prevotella intermedia 
favoreceu o desenvolvimento de abscessos, tornando-os mais agressivos. 
Bacilos anaeróbios Gram-negativos pigmentados colonizam as 
mucosas e são microrganismos indígenas da cavidade oral. Quando cultivados em 
ágar, apresentam a capacidade de produzir pigmento negro, caracterizado 
quimicamente como protohemina e protoporfirina (Shah & Gharbia, 1993). 
Espécies pertencentes ao gênero Prevotella podem não ser pigmentadas, tais 
como Prevotella bivia, Prevotella disiens, Prevotella buccae, Prevotella bucalis, 
Prevotella oralis e Prevotella oris. Inicialmente, as espécies estavam agrupadas 
em um único gênero, Bacteroides. Shah & Collins (1988) e Shah & Collins (1990) 
propuseram sua divisão, baseando-se em características nutricionais, análises 
químicas e bioquímicas. As espécies sacarolíticas foram agrupadas no gênero 
Prevotella, enquanto que espécies assacarolíticas pertencem ao gênero 
Porphyromonas.  
Em nosso estudo, cerca de 37% dos casos apresentavam bacilos 
produtores de pigmento negro, com predominância de Prevotella 
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intermedia/nigrescens e Porphyromonas gingivalis. Em menor número, foram 
isolados também Porphyromonas endodontalis e Porphyromonas asaccharolytica. 
Ao avaliarem a presença de BPPN em infecções endodônticas primárias e 
secundárias, Gomes et al. (2005) isolaram essas espécies em 22% e 4% dos 
casos, respectivamente. Haapasalo et al. (1986) relataram a presença freqüente 
de P. endodontalis e P. gingivalis apenas em casos sintomáticos, enquanto que P. 
intermedia/nigrescens foi o BPPN que predominou em casos assintomáticos, 
concordando com nossos resultados e os descritos por Jacinto (2007). Van 
Winkelhoff et al. (1986) associaram as baixas taxas de isolamento de P. 
endodontalis a sua extrema sensibilidade à presença de oxigênio, mesmo 
empregando-se técnicas de coleta e cultivo criteriosas. No presente estudo, P. 
endodontalis também foi isolada em baixa freqüência, mesmo empregando-se 
métodos adequados de coleta e processamento das amostras. 
As espécies P. intermedia/nigrescens estiveram presentes em 30% dos 
casos (8/30), discordando dos resultados de Gomes et al. (2005), que não 
reportaram a presença dessas espécies através do método de cultura microbiana. 
No entanto, Sousa (2003) e Jacinto (2007) isolaram esses microrganismos em 
26,7% e 23% das amostras, também em casos que apresentavam sintomatologia 
dolorosa. As taxas de identificação de P. intermedia/nigrescens reportadas na 
literatura em infecções endodônticas primárias são variáveis e esse fato pode 
estar relacionado às características específicas de cada tipo de infecção (Gomes 
et al., 2005). 
A diferenciação entre as espécies P. intermedia e P. nigrescens não 
pode ser realizada através de testes bioquímicos apenas. Quando métodos 
moleculares foram empregados, Baumgartner et al. (1999) constataram um 
predomínio de P. nigrescens em relação a P. intermedia em canais radiculares 
com necrose pulpar.  Este resultado concorda com os achados de Bae et al. 
(1997), que diferenciaram essas espécies isoladas de canais radiculares 
empregando caracterização de proteínas através de SDS-PAGE, onde 73,2% das 
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cepas eram P. nigrescens. Pearce et al. (2000) relataram, no entanto, que a 
presença de P. intermedia em bolsas periodontais está associada à presença de 
formas mais severas de doença, quando comparada às formas brandas e 
moderadas associadas à detecção de P. nigrescens. Análises complementares ao 
presente estudo, envolvendo métodos moleculares, serão necessárias para 
determinar a diferenciação dessas espécies nas mesmas amostras clínicas.  
A associação de BPPN a outras espécies favorece a expressão de seus 
fatores de virulência. No entanto, Baumgartner et al. (1999) não constatou a 
associação positiva entre a presença de BPPN e sinais e sintomas específicos de 
origem endodôntica, mesmo detectando os microrganismos em 55% dos casos. 
Diversos estudos associam BPPN ao desenvolvimento de dor espontânea, dor à 
percussão, dor à palpação, odor, formação de fístula, drenagem purulenta via 
canal radicular e edema (Griffe et al., 1980; Sundqvist et al., 1989; Gomes et al., 
2004; Jacinto et al., 2006). No presente estudo, ao se correlacionar o tempo de 
duração da sintomatologia associada à infecção endodôntica, houve associação 
positiva entre a presença de P. gingivalis e o período de seis dias. A observância 
de espessamento do ligamento periodontal apical esteve associada à presença de 
Porphyromonas endodontalis.  
As espécies não-pigmentadas Prevotella oralis, Prevotella buccae e 
Prevotella disiens foram isoladas com grande freqüência dos canais radiculares 
estudados. Khemaleelakul et al. (2002) constataram que cepas do gênero 
Prevotella constituíam cerca de 83% das unidades formadoras de colônia em 
coleções purulentas de abscessos periapicais, com alta incidência de Prevotella 
oralis e Prevotella buccae. Jacinto et al. (2003) isolaram um maior número de 
cepas de Prevotella em casos sintomáticos que assintomáticos, mas em valores 
inferiores ao do presente estudo. Para Gomes et al. (2004), Prevotella oralis e 
Prevotella buccae foram um dos microrganismos menos encontrados em canais 
radiculares com infecção primária e também nos que apresentavam insucesso do 
tratamento endodôntico.  
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Prevotella disiens foi isolada em 20% dos casos avaliados neste 
estudo. Nenhum relato na literatura descreve a sua presença no interior dos 
canais radiculares, mas está associada ao desenvolvimento de abscessos 
pélvicos, à doença periodontal crônica e infecções de cabeça e pescoço (Brook, 
2002; Salari & Kadkhoda, 2004). Fenotipicamente são similares à Prevotella 
intermedia, Prevotella nigrescens e Prevotella corporis. Características 
bioquímicas são capazes de diferenciá-la de outras espécies de Prevotella 
pigmentadas e não-pigmentadas, pois são negativas para indol e lipase. No ágar-
sangue, suas colônias são pequenas ou médias, convexas e com bordas 
contínuas, não são hemolíticas, não corroem o agar e nem se pigmentam em 
negro (Koneman et al., 2002). A ausência de relatos prévios em estudos de Sousa 
(2003) e Jacinto (2007) pode estar relacionada ao maior número de espécies 
passíveis de serem identificados pelos testes bioquímicos empregados, 
proporcionado pelo constante aperfeiçoamento promovido pelo fabricante. 
Análises futuras utilizando oligonucleotídeos sintéticos específicos e metodologias 
de PCR complementados por seqüenciamento gênico deverão ser realizados com 
o intuito de elucidar melhor sua participação no desenvolvimento da patologia 
endodôntica. 
Gemella morbillorum foi o segundo microrganismo mais freqüentemente 
isolado, estando presente em 43% dos casos estudados, concordando com os 
dados relatados por Gomes et al. (2008), onde foi observado em 36% e 82% das 
amostras através de cultura ou PCR, respectivamente. Membros do gênero 
Gemella são cocos Gram-instáveis, que se assemelham aos estreptococos do 
grupo viridans (La Scolla & Raoult, 1998; Akyiama et al., 2001). La Scolla & Raout 
(1998) relataram que esta espécie apresenta comportamento variável frente ao 
oxigênio, podendo ser anaeróbio estrito ou facultativo. Em nosso estudo, todas as 




6.2 ASSOCIAÇÃO ENTRE SINAIS E SINTOMAS CLÍNICOS E ESPÉCIES BACTERIANAS EM 
INFECÇÕES ENDODÔNTICAS PRIMÁRIAS SINTOMÁTICAS 
 
O emprego de testes estatísticos de correlação tais como o Chi-
quadrado de Pearson ou o Exato de Fisher tem estabelecido associações 
positivas e negativas entre a presença de sinais e sintomas de origem 
endodôntica e determinadas espécies microbianas (Yoshida et al.,1987; Hashioka 
et al., 1992; Gomes et al., 1994a; Gomes et al., 1994b; Jacinto et al., 2003; Gomes 
et al., 2004). Esta estratificação tem sido extensivamente estudada em 
periodontia, onde a distribuição da microbiota em complexos permite um melhor 
entendimento das sucessões ecológicas que determinam o estabelecimento da 
patologia periodontal em suas diversas modalidades (Socransky & Haffajee, 
2005).  
Interações entre espécies bacterianas podem ser negativas ou 
positivas, e dependendo do seu coeficiente estatístico indicam uma dependência 
mais ou menos significante entre elas (Gomes et al., 1994b). No presente estudo, 
associações positivas específicas foram constatadas entre os bacilos anaeróbios 
estritos Gram-negativos Porphyromonas gingivalis e Bacteroides ureolyticus, 
Fusobacterium nucleatum e Clostridium spp., Prevotella disiens e Porphyromonas 
gingivalis. Interações entre os bacilos anaeróbios estritos Gram-negativos 
Clostridium butyricum e cocos anaeróbios Gram-positivos Peptostreptococcus 
micros também foram observadas. Menos freqüentes foram as associações entre 
os anaeróbios estritos Prevotella spp. e Bifidobacterium bifidum e apenas uma 
correlação positiva estatisticamente significante foi constatada entre os facultativos 
Staphylococcus aureus e Staphylococcus xylosus.  
As diversas interações microbianas produzem um ambiente favorável 
ao desenvolvimento de uma infecção agressiva, permitindo a expressão dos 
fatores de virulência bacterianos, que ao superarem as defesas do organismo, 
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originam sintomatologia (Ziembuhr et al., 1999). Características específicas na 
composição da microbiota podem estar condicionadas ainda pela sua localização 
(Shah & Gharbia, 1993), disponibilidade de nutrientes (ter Steeg & van der 
Hoeven, 1989) e o tempo de infecção (Fabricius et al.,1982).  Os resultados do 
presente estudo sugerem que associações bacterianas específicas parecem ser 
mais relevantes para o desenvolvimento da patologia pulpar e periapical, 
concordando com Gomes et al. (1994a) e Gomes et al. (1994b). Da mesma forma, 
Roças et al. (2001) e Gomes et al. (2007), empregando técnicas de PCR, 
observaram uma baixa incidência de complexos bacterianos similares aos 
encontrados em infecções periodontais nas amostras obtidas a partir de infecções 
endodônticas primárias. 
A presença de dor à percussão vertical em um elemento dental e à 
palpação em fundo de sulco da região associada indicam um comprometimento 
dos tecidos periapicais e conseqüente extensão do processo infeccioso em 
direção apical (Walton & Torabinejad, 1997). Observou-se uma correlação positiva 
entre a presença de dor à palpação e Actinomyces meyeri, enquanto que Jacinto 
et al. (2003) relataram que esta característica estava associada à Porphyromonas 
gingivalis e Peptostreptococcus spp.  
Neste estudo, a mobilidade dental não foi associada à presença de 
espécies bacterianas específicas, concordando com Gomes et al. (2004). 
 A identificação de Peptostreptococcus micros e Prevotella oralis nos 
canais radiculares esteve correlacionada ao desenvolvimento de edema intra-oral 
localizado. Estudos de Jacinto et al. (2003), Gomes et al. (2004) e Gomes et al. 
(2008) relatam a associação desta característica à presença dos Gram-negativos 
Fusobacterium nucleatum, Porphyromonas spp. e dos Gram-positivos Gemella 
morbillorum, Peptostreptococcus micros e Enterococcus faecalis.  
O papel das bactérias encontradas em canais radiculares no 
desenvolvimento e manutenção de lesões periapicais está bem estabelecido na 
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literatura (Bergenholtz, 1974; Möller et al., 1981; Nair, 1987; Sundqvist, 1992). A 
avaliação radiográfica, embora apresente limitações, permite a identificação da 
presença, extensão e da natureza de lesões localizadas na região periapical 
(Walton & Torabinejad, 1997). Neste estudo, a detecção radiográfica de aumento 
no espaço do ligamento periodontal apical esteve correlacionada positivamente 
com o isolamento de Porphyromonas endodontalis e Prevotella disiens. Nenhuma 
correlação entre presença de bactérias específicas e lesão periapical foi 
observada, concordando com os resultados de Jacinto et al (2003). Gomes et al. 
(2004) demonstraram uma associação positiva entre a presença de 
Peptostreptococcus micros e o desenvolvimento de lesão periapical. 
Ao serem avaliados quanto à característica da exsudação presente em 
seu interior, os canais radiculares foram classificados em secos ou úmidos, 
quando se apresentaram com exsudato purulento, sanguinolento ou associação 
de ambos.  Em nossos resultados, que são concordantes com os de Jacinto et al. 
(2003), não houve associação estatisticamente significante entre canal úmido e 
microrganismos específicos.  No entanto, os achados de Gomes et al. (2004), 
indicam correlação positiva entre este sinal e as espécies Porphyromonas spp. e 
Fusobacterium spp.  
Bactérias são capazes de produzir compostos voláteis sulfurosos, como 
metil-mercaptana e sulfeto de hidrogênio, responsáveis pelo cheiro desagradável 
perceptível em infecções (Persson et al., 1990). Neste estudo, odor foi associado 
à presença dos anaeróbios estritos Propionibacterium propionicum e 
Peptostreptococcus micros. Os achados são concordantes com observações de 
Carlsson et al. (1993), que destacaram a excepcional capacidade da espécie 
Peptostreptococcus micros  em produzir  sulfeto de hidrogênio a partir de 
glutadiona, encontrada em grande quantidade na maioria dos tecidos e também 
liberada por leucócitos polimorfonucleares que sofreram dano celular. No entanto, 
Hashioka et al. (1992) associaram a presença de odor fétido a uma maior 
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diversidade de espécies, tais como Peptococcus, Peptostreptococcus, 
Eubacterium e Bacteroides.  
Através dos relatos de pacientes, considerou-se o tempo de duração da 
dor em relação ao momento do atendimento inicial discriminando-os em grupos. A 
presença de Prevotella disiens demonstrou associação positiva à ocorrência de 
dor prévia à situação atual de dor, enquanto que Jacinto et al. (2003) relacionaram 
este fato à presença de Prevotella loescheii e Peptostreptococcus micros. Em 90% 
dos pacientes, a dor tinha duração de no máximo dois dias e houve associação 
positiva com o isolamento de Peptostreptococcus micros e Prevotella oralis. 
Associação significativa foi observada para a presença de dor no período de 3 a 5 
dias e o gênero Neisseria spp. Quando o paciente procurou atendimento após seis 
dias do início dos sintomas, associação positiva ocorreu com as espécies 
Bacteroides ureolyticus, Eubacterium limosum e Porphyromonas gingivalis.  
 
6.3 PRESENÇA DE ENTEROCOCCUS spp., ENTEROBACTÉRIAS E FUNGOS NA SALIVA E 
EM CANAIS RADICULARES  
 
Enterococos, enterobactérias e fungos apresentam-se em maior 
número quando associadas a casos de insucesso do tratamento endodôntico 
(Molander et al., 1998) ou mesmo após o uso de sucessivas trocas de medicação 
intra-canal (Siren et al., 1997). No entanto, não foi possível ainda determinar se 
esses grupos específicos de microrganismos estiveram presentes em uma 
infecção primária e foram capazes de permanecer após a desinfecção do sistema 
de canais radiculares, caracterizando uma infecção persistente; ou então, se são o 
resultado de uma nova contaminação pós-tratamento, caracterizando uma 
infecção secundária. Ao empregar métodos de cultura microbiana, Delboni (2006) 
demonstrou a presença simultânea de enterococos, enterobactérias e fungos tanto 
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nos canais radiculares e saliva de dentes com insucesso no tratamento 
endodôntico, no entanto não foi possível afirmar que as bactérias apresentaram 
origem comum. No presente estudo, as taxas de detecção para todos os grupos 
foram baixas, tanto em saliva quanto nos canais radiculares avaliados, não 
havendo detecção simultânea nos dois ecossistemas, de um mesmo paciente. 
Enterobactérias foram isoladas em canais radiculares em apenas dois 
casos, concordando com as baixas taxas evidenciadas em relatos prévios da 
literatura (Haapasalo et al., 1983; Khemaleelakul et al., 2002).  
Enterococcus faecalis foi isolado em apenas 3 amostras de saliva, não 
sendo encontrado simultaneamente nos canais radiculares. Neles, apenas uma 
cepa foi encontrada, concordando com o baixo número reportado por Lana et al. 
(2001) e Gomes et al. (2004). As taxas de isolamento desta bactéria em canais 
radiculares são variáveis, sendo elas mais freqüentemente isoladas a casos de 
insucesso do tratamento endodôntico (Peciuliene et al., 2000; Hancock III et al., 
2001; Chaves de Paz et al., 2004). Enterococcus faecalis é capaz de sobreviver 
em túbulos dentinários, resistindo aos procedimentos de desinfecção do sistema 
de canais radiculares (Love, 2001; Ferrari et al., 2005).  
Fungos foram isolados em 5 amostras de saliva e em 1 canal radicular, 
e pertenciam à espécie Candida albicans. Na literatura, os relatos da incidência de 
fungos em canais radiculares são variados, sendo isolados Candida albicans, 
Candida tropicalis, Candida guilliermondii e Candida parapsilosis (Hancock III et 
al., 2001; Lana et al., 2001; Egan et al., 2002; Pinheiro et al., 2003; Gomes et al., 
2004; Martinho, 2007). Embora Egan et al. (2002) indiquem uma forte correlação 
entre a presença concomitante de fungos no canal radicular e na saliva, nosso 
estudo não foi capaz de isolar simultaneamente este grupo de microrganismos nos 
dois ecossistemas. 
Enterococos, enterobactérias e fungos constituem parte da flora 
indígena do trato gastro-intestinal e podem causar patologias de difícil manejo 
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clínico, pois têm demonstrado altos índices de resistência (Davies et al., 1973; 
Strohl et al., 2004; Paterson, 2006). A sua ocorrência nos ecossistemas da 
cavidade oral pode ser modulada por diversos fatores. O isolamento em outros 
sítios da cavidade oral, a ingestão de alimentos tais como queijos e a presença de 
dentes com insucesso no tratamento endodôntico podem influenciar no isolamento 
do E. faecalis em amostras de saliva (Engström, 1964; Sedgley et al., 2006; 
Razavi et al., 2007). Ainda, fatores de ordem local tais como contaminação através 
do manuseio de instrumentos endodônticos, isolamento absoluto não-adequado 
ou falha no selamento coronário entre as sessões (Cheung et al., 2001; Haapasalo 
et al., 2003) podem favorecer o ingresso de enterobactérias e seu posterior 
isolamento em canais radiculares infectados. Dessa forma, o tipo de infecção e os 
cuidados com a assepsia do campo operatório e dos instrumentais empregados 
na terapêutica endodôntica justificam a baixa incidência desses microrganismos 
no presente estudo. 
 
6.4  SUSCETIBILIDADE DOS ISOLADOS CLÍNICOS AOS AGENTES ANTIMICROBIANOS 
 
Estudos epidemiológicos demonstram uma emergência da resistência 
microbiana em todo o mundo (Chan & Chan, 2003; Al-Haroni & Skaug, 2007), 
constatada pela alteração nos padrões de suscetibilidade das cepas aos 
fármacos. 
Embora a resistência bacteriana possa ser superada com o emprego e 
a fabricação de novos fármacos (Medeiros et al., 1997;  Handal & Olsen, 2000; 
Babic et al., 2006), é importante o conhecimento das características da infecção a 
ser tratada, permitindo assim prescrições com espectros de ação, doses, 
freqüências e duração adequados. 
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O sistema do E-test é um método de fácil realização, e desde sua 
introdução (Citron et al., 1991; Briñas et al., 2002) uma popularização de seu uso 
tem sido observada tanto por laboratórios institucionais quanto privados (Goldstein 
et al., 1992; Goldstein et al., 1995; Goldstein et al., 2008). Este método traz 
resultados relevantes quanto à suscetibilidade antimicrobiana, pois ao utilizar-se 
de microrganismos viáveis, permite a expressão dos fatores de virulência 
bacterianos relacionados à resistência. A detecção da presença do gene 
relacionado, por si só, pode não corresponder a sua atividade, pois vários fatores  
são capazes de regular sua expressão (Madigan et al., 2004). 
Os resultados obtidos através do E-test permitem verificar as 
concentrações que inibem o crescimento de 50% e de 90% das cepas (CIM50 e 
CIM90) além de demonstrar o intervalo de variação dos valores máximos e 
mínimos de CIM para cada cepa. De forma indireta, esses dados permitem 
comparações com estudos prévios, e alterações significativas podem sugerir a 
diminuição da sensibilidade aos agentes antimicrobianos testados. Sousa (2003) 
relatou que 100% das cepas de Prevotella intermedia/nigrescens foram sensíveis 
à clindamicina e a CIM90 foi de 0.125. No presente estudo, todas as cepas desta 
espécie foram também sensíveis à clindamicina, no entanto, o valor de CIM90 
alterou-se para 0.75, aproximando-se ainda mais do valor limite de suscetibilidade, 
demonstrando uma tendência no aumento dos valores necessários para inibir o 
crescimento de 90% das cepas.  
As penicilinas são as drogas de primeira escolha para o tratamento das 
infecções orofaciais. A Penicilina G é uma penicilina natural e foi empregada neste 
estudo como padrão de comparação. Este antibiótico não é freqüentemente 
prescrito em Odontologia, pois é aplicado através de injeção intramuscular. A 
Penicilina G é pouco absorvida quando administrada via oral, pois é degradada 
pelo suco gástrico, sendo a Penicilina V a forma de escolha para administração 
oral (Groppo et al., 2006). Ainda, no Brasil a penicilina V é que é apenas 
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encontrada comercialmente em comprimidos de 500.000 UI (DEF 2005/2006), o 
que equivale à sub-dose de 325 mg (Groppo et al., 2006). 
Baumgartner & Xia (2002) e Khemaleelakul et al. (2002) observaram 
que a amoxicilina com ou sem ácido clavulânico foi superior à penicilina V frente 
aos isolados microbianos. Para os autores, a Penicilina V continua sendo o 
antibiótico de primeira escolha para o tratamento das infecções polimicrobianas, 
devido ao seu espectro de ação frente às bactérias encontradas em infecções 
endodônticas, seu baixo custo e sua baixa toxicidade. Drogas como a amoxicilina 
e amoxicilina + ácido clavulânico, devido ao seu amplo espectro, podem 
selecionar bactérias resistentes em sítios extra-orais. 
No Brasil, a amoxicilina tem sido rotineiramente prescrita como 
coadjuvante para o tratamento de infecções orofaciais em pacientes que não 
apresentam reações alérgicas a esse medicamento. Seu uso clínico está 
relacionado as suas características de biodisponibilidade, tais como rápida 
absorção pelo organismo e manutenção prolongada de níveis séricos, permitindo 
intervalos de administração mais longos (Montgomery, 2000).  
A administração de amoxicilina associada ao ácido clavulânico não 
deve ser rotineiramente empregada no manejo das infecções orofaciais. Esta 
associação deve ser utilizada apenas quando não há uma resposta adequada às 
medidas locais para o tratamento de urgência associado a um antibiótico β-
lactâmico ou quando se detectou em testes laboratoriais a presença de bactérias 
produtoras de lactamases (Jacinto et al., 2008).  
Dentre os microrganismos anaeróbios estudados, as cepas de 
Fusobacterium nucleatum demonstraram os maiores índices de resistência aos 
antibióticos β-lactâmicos sendo que nenhuma droga foi 100% efetiva para todas 
as cepas, as quais demonstraram valores bastante altos para CIM50 e CIM90. 
Embora duas cepas tenham sido resistentes à penicilina e à amoxicilina, apenas 
uma foi capaz de degradar o nitrocefin, sugerindo a expressão de outros 
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mecanismos de resistência, tais como a diminuição da afinidade dos receptores 
das células bacterianas e a restrição da entrada do antibiótico para o interior 
celular (Babic et al., 2006). Hecht (2006) relatou que os antibióticos β-lactâmicos 
são efetivos frente a Fusobacterium spp. e a produção de lactamases é rara. Os 
resultados obtidos são conflitantes com os estudos de Sousa (2003), Jacinto 
(2007), Kuriyama et al. (2007), Jacinto et al. (2008), que relataram níveis 
superiores de suscetibilidade dessa espécie aos agentes antimicrobianos.  
Os antibióticos β-lactâmicos e a associação amoxicilina + ácido 
clavulânico apresentaram bons resultados frente às Prevotellas não-pigmentadas 
P. buccae, P. disiens e P. oralis e para a pigmentada P. intermedia/nigrescens, 
concordando com os resultados de Schumacher et al. (1999). Entretanto, a 
benzilpenicilina não foi efetiva para todas as cepas e 30% de P. oralis e 25% de P. 
buccae; 15% de P. intermedia/nigrescens foram capazes de produzir lactamases. 
Kuriyama et al. (2000) relataram também que a produção de β-lactamases em 
Prevotellas não-pigmentadas era superior àquela observada para Prevotellas 
pigmentadas. Bernal et al. (1998) constataram que as cepas de Prevotella 
nigrescens estiveram mais freqüentemente relacionadas à produção de β-
lactamases quando comparadas à cepas de Prevotella intermedia. Kolokotronis 
(1999) demonstrou que um número cada vez maior de isolados clínicos 
pertencentes a este gênero é capaz de produzir β-lactamases, concordando com o 
presente estudo. Avaliação prévia de Sousa (2003) não havia detectado este fato 
em amostras obtidas da mesma região geográfica.  
Os microrganismos anaeróbios estritos Peptostreptococcus micros e 
Propionibacterium propionicum isolados foram 100% sensíveis à benzilpenicilina, 
amoxicilina e associação desta com o ácido clavulânico. Martinho (2007) relatou 
uma pequena taxa de resistência de P. micros à amoxicilina. De maneira geral, 
espécies Gram-positivas são bastante suscetíveis aos antibióticos lactâmicos 
(Groppo et al., 2006; Hecht, 2006). No presente estudo, as cepas de P. 
propionicum não foram capazes de degradar nitrocefin, concordando com Hecht 
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(2006) e Sousa (2003). Cerca de 12% das cepas de P. micros eram produtoras de 
β-lactamases, valor similar ao reportado por Lõivukene & Naaber (2003). 
Eritromicina, azitromicina e clindamicina são prescritas para pacientes 
que apresentam alergia aos antibióticos do grupo das penicilinas (Groppo et al., 
2006). Kuriyama et al. (2000) e Chan & Chan (2003) relataram um aumento na 
incidência de resistência à eritromicina. No presente estudo a eritromicina foi 
efetiva contra 33% das cepas de F. nucleatum, 87,5% de P. buccae, 71,5% de P. 
oralis e 87,5% de P. intermedia/nigrescens. Todas as cepas de P. disiens e P. 
propionicum foram sensíveis à eritromicina. No entanto, uma discreta redução na 
resistência dos microrganismos anaeróbios a este fármaco foi observada quando 
comparado aos resultados de Sousa (2003) e Jacinto (2007).  
Modificações na estrutura química da eritromicina permitiram a síntese 
da azitromicina, que apresenta um espectro de ação e meia-vida plasmática 
ampliados (Kapusnik-Uner et al., 1996), sendo empregada como alternativa aos 
lactâmicos na profilaxia para endocardite bacteriana em pacientes suscetíveis 
(Montgomery, 2000). As cepas de Prevotella disiens, Prevotella oralis e 
Propionibacterium propionicum foram 100% sensíveis à azitromicina, enquanto 
que valores inferiores foram obtidos para Peptostreptococcus micros, Prevotella 
buccae e Prevotella intermedia/nigrescens.  
O curto período de emprego da azitromicina e seu espectro de ação o 
tornam um fármaco de grande interesse para a comunidade médico-odontológica. 
No entanto, o Clinical and Laboratory Standard Institute – CLSI (2007) não 
determinou valores específicos para a determinação de resistência ou 
sensibilidade das cepas. Resultados da atividade antimicrobiana in vitro da 
azitromicina têm demonstrado sua ineficácia frente a microrganismos anaeróbios 
(Herrera et al., 2000). Em testes laboratoriais, Merriam et al. (2006) observaram 
que mesmo pequenas variações no pH do meio de cultura causaram alterações 
significativas nos resultados de E-test para uma mesma cepa. Estudos clínicos 
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são necessários para que ocorra uma validação dos valores de corte 
interpretativos para determinação de sensibilidade e resistência a estes 
macrolídeos. 
A clindamicina é a droga de terceira-escolha para o tratamento de 
infecções odontogênicas que não respondem de maneira favorável aos beta-
lactâmicos (Montgomery, 2000). Seu espectro de ação é bastante amplo frente 
aos anaeróbios estritos (Kapusnik-Uner et al., 1996; Chan & Chan, 2003; 
Kuriyama et al., 2007), dentre eles os Gram-negativos, especialmente os bacilos 
produtores de pigmento negro (Kuriyama et al., 2000).  
Eik et al. (1999) demonstraram uma pequena taxa de resistência das 
Prevotella não-pigmentadas à clindamicina. No presente estudo, todas as cepas 
de Prevotella intermedia/nigrescens, Prevotella disiens, Porphyromonas 
endodontalis, Peptostreptococcus micros e Propionibacterium propionicum foram 
sensíveis à clindamicina. Entretanto, Fusobacterium nucleatum e Prevotella 
buccae demonstraram taxas de resistência importantes para este antibiótico. 
Sousa (2003) e Jacinto (2007) observaram altas taxas de sensibilidade bacteriana 
à clindamicina. Relatos de Lõivukene & Naaber (2003) indicam uma tendência ao 
surgimento de resistência a esse fármaco para a amostra avaliada. A expressão 
dos genes ermF e ermG são determinantes para o surgimento de resistência 
microbiana  à clindamicina (Hecht, 2006), pois este fármaco consegue atingir 
concentrações teciduais elevadas, tanto em tecido ósseo quanto em abscessos 
(Kapusnik-Uner et al., 1996).  
A efetiva ação do metronidazol frente a microrganismos anaeróbios tem 
sido freqüentemente relatada (Kuriama et al., 2000; Letornel-Gloumaud et al., 
2002; Sousa, 2003; Jacinto, 2007). No presente estudo, as cepas apresentaram-
se sensíveis ao metronidazol, embora 33,3% das cepas de Fusobacterium 
nucleatum foram resistentes a esse fármaco. Como as infecções endodônticas 
são mistas e abrigam também microrganismos facultativos, clinicamente o 
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emprego isolado do metronidazol não se mostra efetivo, necessitando associação 
com antibióticos beta-lactâmicos (Baumgartner & Xia, 2002; Jacinto et al., 2008). 
O Clinical and Laboratory Standard Institute institui protocolos e valores 
de referência diferenciados para a execução de testes de suscetibilidade 
antimicrobiana de bactérias anaeróbias estritas e facultativas. O requerimento 
gasoso do microrganismo Gemella morbillorum é variável (Miller et al., 1996). No 
presente estudo, apenas espécies anaeróbias estritas foram isoladas. Observou-
se baixa sensibilidade aos antibióticos benzilpenicilina e metronidazol. Todas as 
cepas foram sensíveis à eritromicina e à azitromicina. Altas taxas de sensibilidade 
foram observadas para amoxicilina, amoxicilina + ácido clavulânico e clindamicina.  
Segundo van Winkelhoff al. (2005) e Hawkey (2008), variações entre os 
resultados descritos em diferentes estudos podem estar relacionadas à 
metodologia empregada, época de sua realização, localização geográfica ou o 
número de amostras estudadas.  No presente estudo, foram observadas 
diferenças entre resultados obtidos quando comparados aos reportados por Sousa 
(2003) e Jacinto (2007), que analisaram patógenos provenientes de indivíduos da 
mesma região geográfica, particularmente quanto à incidência de cepas 
produtoras de β-lactamases. Apesar do limitado número de cepas analisadas 
nessa pesquisa, os resultados sugerem uma tendência à modificação dos padrões 
de sensibilidade aos fármacos. Dessa forma, torna-se necessário um 
monitoramento periódico e que envolva um número maior de cepas, a fim de 





7  CONCLUSÃO 
 
Baseados nos resultados obtidos e nas limitações experimentais do 
presente estudo, pode-se concluir que:  
 
1. Os canais radiculares de dentes com necrose pulpar e abscesso periapical 
apresentam-se infectados com uma combinação de espécies de 
microrganismos, formada principalmente por bactérias anaeróbias estritas e 
por Gram-positivas; 
 
2. Correlações estatísticas positivas foram observadas entre a presença de 
sinais e sintomas de origem endodôntica e as espécies bacterianas; 
 
3. Enterococos, fungos e enterobactérias foram isolados em baixo número de 
casos, tanto em canais radiculares quanto em saliva, não sendo detectados 
simultaneamente nesses dois ecossistemas de um mesmo paciente; e, 
 
4. A maioria das espécies bacterianas, com exceção de P. disiens e P. 
propionicum, demonstraram algum grau de resistência a todos os agentes 
antimicrobianos testados. Em comparação com trabalhos anteriores do 
mesmo laboratório, observou-se um aumento na incidência de resistência 
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ANEXO I – Certificado do Comitê de Ética em Pesquisa Humana







APÊNDICE I  
 
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO PARA PESQUISA CLÍNICA 
 
As informações contidas neste prontuário foram fornecidas pela orientadora Profª. 
Drª. Brenda Paula Figueiredo de Almeida Gomes e/ou pelo aluno de mestrado Francisco 
Montagner, objetivando formar acordo, por escrito, mediante o qual o indivíduo, parte 
integrante da pesquisa, autoriza sua participação, com pleno conhecimento da natureza 
dos procedimentos e riscos a que se submeterá com a capacidade de livre arbítrio e sem 
qualquer coação. 
 
I. TÍTULO DA PESQUISA 




O estudo dos microrganismos presentes nos canais radiculares e que estão 
associados à dor são parte dos trabalhos já desenvolvidos pela Disciplina de Endodontia 
da Faculdade de Odontologia de Piracicaba – UNICAMP. Este estudo permite que se 
conheçam quais são os microrganismos presentes nestes casos, fazendo com que se 




A presente pesquisa tem o objetivo de identificar as bactérias encontradas nos 
dentes que vão tratar o canal quando a pessoa está com dor. Descobrindo estas bactérias 
iremos: 
a) Relacionar essas bactérias com a dor;  
b) Fazer testes para ver qual antibiótico é melhor contra estas bactérias; 
Isto poderá ajudar a entendermos a causa da dor. A identificação de bactérias que 
continuam no canal radicular com dor, poderá possibilitar a realização de um teste que 
orientará a escolha correta de um antibiótico, e se for necessário irá complementar o seu 
tratamento ajudando o organismo a combater a infecção. 
 
III. PROCEDIMENTOS 
A coleta de amostra de bactérias é simples e faz parte do tratamento de canal. Ela 
consiste em colocar um cone de papel absorvente dentro do canal, no comprimento do 
dente já determinado através da radiografia. Este cone de papel normalmente é usado 
para secar o canal. Nesta pesquisa, depois de secar o canal, o cone de papel será 
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colocado num meio de cultura, o qual será posteriormente analisado para verificação do 
crescimento de bactérias. Neste estudo não estão incluídos grupos controle ou placebo e 
nenhum método alternativo de tratamento da dor de origem do canal radicular. 
 
IV. DESCONFORTOS OU RICOS ESPERADOS 
O processo de coleta da amostra é indolor. Se você sentir dor, esta não será por 
causa da coleta de amostra e sim pela realização dos procedimentos como anestesia, 
limpeza do dente ou mesmo pela persistência da infecção nos canais radiculares e/ ou 
nos tecidos periapicais. Este desconforto poderia ocorrer independentemente de ser 
realizada a coleta. Se a manifestação da dor persistir, você poderá ser atendido no 
Plantão de Emergência da FOP-UNICAMP, que funciona normalmente de segunda à 
sexta-feira, de 8:00 às 12:00 h e de 13:30 às 17:30 h. E caso não seja possível ser 
atendido no Plantão, você poderá procurar os Pesquisadores responsáveis (Francisco 
Montagner e Brenda Paula Figueiredo de Almeida Gomes). Os telefones para contato 
são: 19 2106-5215 (Faculdade) ou 19 8181 6312.  
 
V. GARANTIA DE ESCLARECIMENTOS 
Você tem toda a liberdade de pedir esclarecimentos sobre a metodologia antes e 
durante a pesquisa, podendo ou não concordar em participar.  
 
VI. GARANTIA DE RECUSA À PARTICIPAÇÃO OU SAÍDA DO ESTUDO 
Caso recuse, não haverá prejuízo ao seu tratamento, o qual será prosseguido 
normalmente. Se você se recusar a participar ou se você quiser desistir, em qualquer fase 
da pesquisa, não será penalizado e não haverá prejuízo ao seu tratamento, o qual 
continuará normalmente.  
 
VII. GARANTIA DE SIGILO 
Apesar dos resultados clínicos e microbiológicos serem divulgados publicamente 
para fins acadêmicos e científicos, será preservada a sua privacidade (seu nome não será 
revelado) quanto aos dados confidenciais que possam  ser envolvidos na pesquisa. 
 
 
VIII. GARANTIA DE RESSARCIMENTO 
A pesquisa não lhe acarretará nenhum gasto previsível. 
 
IX. GARANTIA DE INDENIZAÇÃO OU REPARAÇÃO DE DANOS 
 Não há riscos previsíveis associados à pesquisa, o que não acarretará 




X. GARANTIA DE ENTREGA DE CÓPIA 
Deste termo de consentimento livre esclarecido, serão geradas duas vias, sendo 
uma direcionada ao voluntário e a demais para o pesquisador. 
 
Eu, _____________________________________________________________________ 
certifico que tenho lido as informações acima e suficientemente esclarecido(a) de todos os 
ítens pela Profª. Drª. Brenda Paula Figueiredo de Almeida Gomes e/ou Francisco 
Montagner, estou plenamente de acordo com a realização do experimento. Assim, eu 
autorizo a execução da pesquisa, exposta acima, em mim. 
Deste termo de consentimento livre esclarecido, será gerado duas vias, sendo uma 
direcionada ao voluntário e a demais para o pesquisador. 





ATENÇÃO: A sua participação em qualquer tipo de pesquisa é voluntária. Em caso de 
dúvida quanto aos seus direitos, escreva para o Comitê de Ética em Pesquisa da FOP – 
UNICAMP, endereçado a Av. Limeira, 901 – Caixa Postal 52, CEP 13414-903, na cidade 
de Piracicaba/SP. Telefones: 19 2106 5349 – E-mail: cep@fop.unicamp.br – 
www.fop.unicamp.br   
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APÊNDICE II – Meio de Transporte  
 
VMGA III (Viability Medium Götemborg Agar) 
 
1. Descrição  
O meio de transporte VMGAIII (Viability Medium Götemborg Agar) foi descrito 
inicialmente por Moller (1966) e por Dahlén et al. (1993) e é preparado para suportar a 
sobrevivência de organismos anaeróbios estritos e aeróbios sem ocorrer crescimento. É 
aplicado para amostras pequenas, como as coletadas por pontas de papel absorvente. Se 
armazenado em recipiente bem fechado e sem contato com oxigênio, pode ser guardado 
por longo tempo. Deve ser protegido da luz. O indicador de oxi-redução é o azul de 
metileno e sua função é consumir o oxigênio, mantendo o meio reduzido. A solução 
protetora é a peptona 0,1% e a gelatina 5%. Sua consistência é semi-sólida em 
temperatura ambiente e semi-fluido acima de 30°C. 
 
2. Preparo do meio 
 
2.1. Componentes necessários 
a) Acetato de fenilmercúrio; 
b) Glicerofosfato de sódio; 




g) Agar bacteriológico 
h) Gelatina (DIFCO, Detroit, EUA) 
i) Triptose (DIFCO, Detroit, EUA) 
j) Thiotona e Peptona (BBL, Cockeyville, EUA)  
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k) L-cisteína-dihidroclorito (Sigma, St. Louis, EUA) 
l) Ácido tioglicólico (Sigma, St. Louis, EUA) 
Autoclavar previamente: 
a) Frascos de Eppendorf ou vidros pequenos com 3 bolinhas de vidro (Glass beads). 
A quantidade de Eppendorfs é de acordo com o volume que será preparado do 
meio. Neste caso, se for preparar 250 mL de VMGA III, autoclavar cerca de 130 
frascos. 
b) Proveta de 50mL 
c) 2 frascos vazios de 500mL 
d) 2 frascos vazios de 1000mL 
e) 4 funis 
f) 4 tubos de ensaio 
g) 4 espátulas 
h) 1 frasco de Becker pequeno 
i) 2 provetas de 200mL 
j) 30 pedaços de papel alumínio 
k) 1 vidro de 500mL 
 
2.2. Preparo dos volumes líquidos 
Para os volumes de VMGA III, autoclavar os respectivos volumes de água 
bidestilada. 
 500 mL 250 mL 125 mL 
1 frasco 275 mL 137,5 mL 68,75 mL 
1 frasco 150 mL* 75 mL* 37,5 mL* 
1 frasco 600 mL 300 mL 150 mL 
1 frasco 5 mL 2,5 mL 1,25 mL 
*Colocar um peixinho para ajudar a dissolver a gelatina 
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Para os volumes de VMGA III, autoclavar os respectivos volumes de solução 
salina. 
 500 mL 250 mL 125 mL 
1 frasco 50 mL 25 mL 12,5 mL 
 
2.3. Solução de Sais de Estoque IV 
Verificar se tem a solução de sais de estoque IV (Cor azul) e autoclavar, 
caso não tenha, autoclavar: 
1 frasco 60 mL de água bidestilada (1) 
1 frasco 40 mL de água bidestilada (2) 
1 frasco 60 mL de água bidestilada (3) 
1 frasco 40 L de água bidestilada (4) 
 
Verificar se tem a solução de NaOH e KOH (8M), caso não tenha, preparar. 
Volume final de 200 mL. Modo de preparo: Pesar 64g de NaOH e 89,76g de KOH. 
Dissolver em 140 mL de água bidestilada. Depois de dissolvido, acrescentar água 
bidestilada q.s.p 200 mL. Autoclavar por 20 minutos 
No dia anterior, preparar as soluções: 
a) SOLUÇÃO 1 – Água bidestilada estéril 60mL + Acetato de fenilmercúrio 0,1g (não 
pesar com espátula de metal). Dissolver em banho-maria e deixar overnight a 
56°C.  
b) SOLUÇÃO 2 – Água bidestilada estéril 40mL + Glicerofosfato de sódio 20g. 
Dissolver aquecendo levemente na manta e deixar overnight. 
 
No dia do preparo do VMGA III, para preparar a solução azul: 
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c) SOLUÇÃO 3 – Água bidestilada estéril 60mL + CaCl anidro 0,24g ou CaCl2.6H2O 
0,32g + KCl 0,84g + MgSO4.7H2O 0,2g. 
 
Misturar bem as SOLUÇÕES 1, 2 e 3 e resfriar em uma proveta graduada. 
Adicionar 40mL de água bidestilada já estéril para completar 200 mL. Ao final, adicionar 
0,006g de azul de metileno e acondicionar na geladeira. 
 
2.4. Mistura das soluções e preparo do VMGA III 
a) Solução A: 
SOLUÇÃO A 1000 mL 250 mL 125 mL 
Água 
bidestilada 550 mL 137,5 mL 68,75 mL 
Triptose 0,5 g 0,125 g 0,0625 g 
Thitona e 
Peptona 0,5 g 0,125 g 0,0625 g 
O frasco com água bidestilada deve estar estéril no dia anterior. Dissolver com 
agitação e aquecimento na manta ou no microondas por 10 segundos. 
 
b) Solução B: 
SOLUÇÃO B 1000 mL 250 mL 125 mL 
Água 
bidestilada 300 mL 75 mL 37,5 mL 
Gelatina 50 g 12,5 g 6,25 g 
A água bidestilada deve estar pré-aquecida. O frasco com água destilada e o 
peixinho já devem estar estéreis no dia anterior. Aquecer no microondas por 10 segundos 
+ 10 segundos + 10 segundos (total de 30 segundos), observando atentamente se derrete 
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a gelatina. Deixar em banho-maria caso não derreta tudo. Essa solução não pode mais 
ser autoclavada. 
c) Solução C: 
SOLUÇÃO C 1000 mL 250 mL 125 mL 
Água 
bidestilada 50 mL 12,5 mL 6,25 mL 
Agar 2 g 0,5 g 0,25 g 
 Autoclavar a 121°C por 20 minutos, manter em banho-maria. 
d) Solução D: 
SOLUÇÃO D 1000 mL 250 mL 125 mL 
Água 
bidestilada 10 mL 2,5 mL 1,25 mL 
L-cisteína 0,05 g 0,125 g 0,0625 g 
 Autoclavar a 121°C por 20 minutos, manter em banho-maria. 
e) Solução E: 
SOLUÇÃO E 1000 mL 250 mL 125 mL 
Solução 
salina 100 mL 25 mL 12,5 mL 
Ácido 
Tioglicólico 0,5 mL 0,125 mL 0,0625 mL 
A solução salina deve estar estéril no dia anterior. O ácido tioglicólico 




Misturar as SOLUÇÕES A + B + C em frasco de 500 mL na manta. Resfriar a 
45-50°C. Adicionar 25mL da solução de sais de estoque azul IV. Adicionar a solução de 
ácido tioglicólico (SOLUÇÃO E). Ferver a solução por 5 minutos até que a cor azul 
desapareça (fica amarelo). Resfriar em água morna sob fluxo de N2. Levar para a câmara 
de anaerobiose. Adicionar a solução de cisteína (SOLUÇÃO D).  
Ajustar o pH 7,2 a 7,4 com a solução de NaOH + KOH, adicionando de 10 em 
10 microlitros. Adicionar aos poucos, pois não tem volta. A solução de NaOH + KOH vai 
diminuir o pH.  
Colocar 1 mL da solução em cada eppendorf e deixar levemente aberto na 
cabine de anaerobiose. Passar parafilme para evitar qualquer tipo de contato com 






APÊNDICE III – Meios de Cultura 
 
1. Fastidious Anaerobe Agar (FAA) – LAB M, Bury, UK. 
 
1.1 Descrição 
Meio capaz de favorecer o crescimento dos anaeróbios isolados clinicamente. 
As peptonas são incorporadas para a máxima estimulação de crescimento. Amido e 
bicarbonato atuam como agentes detoxificantes, enquanto a hemina favorece a produção 
de pigmento nos “Bacteroides” produtores de pigmento negro.  
Agentes específicos de estimulação de crescimento:  
a) Cisteína – para Fusobacterium spp, Propionibacterium acnes, e 
Bacteróides fragilis;  
b) Arginina – para Eubacterium spp.; pirofosfato solúvel para Porphyromonas 
asaccharolytica.  
c) Piruvato – contribui para a neutralização do peróxido de hidrogênio e pode 
ser também utilizado pela Veillonella spp. como fonte de energia. 
d)  Vitamina K e succinato de sódio fornecem fatores essenciais de 
crescimento para alguns anaeróbios, como também 0,1% de glicose. O 
nível baixo de glicose impede a produção de níveis elevados de ácidos e 
alcoóis que podem inibir o crescimento bacteriano. 
O pH médio do meio de cultura é 7,4 ±0,2. 
1.2. Preparo 
Adicionar 23,0 g do pó em 500 mL de água deionizada. A suspensão deve ser 
mantida em repouso por 10 min. e depois agitada. É esterilizada em autoclave a 121°C 
por 15 min e resfriada a 47°C. Então adicionar assepticamente 5% de sangue 




1.3.  Armazenagem do meio preparado 
O meio preparado deve ser armazenado em placas de Petri por até 7 dias, em 
temperatura média de 4°C, fora do alcance da luz. 
 
1.4. Incubação 
a) Temperatura: 37°C; 
b) Condições Gasosas: anaerobiose (80% H2, 10% N2, 10% CO2); 
c) Período de tempo: 48 horas e 7dias. 
 
1.5. Fórmula  
Componentes Concentração (g/L) 
Mistura de peptonas 23,0 
Cloreto de sódio 5,0 
Amido solúvel 1,0 
Ágar nº 2 12,0 
Glicose 0,4 
Piruvato de sódio 1,0 
L-cisteína monoidratada 1,0 
Hemina 0,5 
Vitamina K 0,001 
L-arginina 1,0 
Pirofosfato solúvel 0,25 




1.6. Enriquecimento do Meio 
 
1.6.1 Solução Vitamina K1 (1 mg/mL) - Sigma-Aldrich, USA. 
Pesar 0,1g de Vitamina K1 e adicionar a um tubo contendo 100mL de etanol 
absoluto. Armazenar o vidro em refrigerador, devidamente vedado e protegido da luz. 
Adicionar 1µL da solução a cada mL de meio produzido. 
 
1.6.2 Solução de Hemina (5 mg/mL) - Sigma-Aldrich, USA. 
Dissolver 0,5g de Hemina em 10 mL de Hidróxido de sódio 1N. Completar com 
água destilada até atingir 100 mL. Autoclavar a 121°C por 15 min. Para usar como 
suplemento, adicionar 1µL da solução a cada mL de meio produzido. 
 
2. Fastidious Anaerobe Broth (FAB) – LAB M (Bury, UK) 
 
2.1. Descrição 
Meio de cultura líquido capaz de favorecer o crescimento de bactérias 
anaeróbias e facultativas. As peptonas são incorporadas para a máxima estimulação de 
crescimento. Vitamina K, hemina e L-cisteína são também fatores de crescimento para 
alguns anaeróbios. L-cisteína e tioglicolato de sódio reduzem o potencial de óxido 
redução do meio e o agar inibe a absorção do oxigênio. O pH do meio é 7,4±0,2. 
 
2.2. Preparo 
Dispensar 14,85g do pó em 500 mL de água deionizada. A mistura é 
dispensada em tubos que são deixados semi-abertos durante a esterilização, que é feita 
146 
 




Armazenar em tubos com tampas, por até 3 meses, a 15-20°C, fora do 
alcance da luz. 
 
2.4. Incubação 
Incubar a 37 °C por 24-72 horas, mantendo os tubos bem fechados. 
 
2.5. Fórmula  
Componentes Concentração (g/L) 
Mistura de peptonas 15 
Cloreto de sódio 2,5 
Extrato de levedura 1,0 
Ágar nº 1 0,75 
L-cisteína 0,5 
Hemina 0,005 
Vitamina K 0,005 
Resazurina 0,001 





3. Brain Heart Infusion Ágar (BHI) – LAB M (Bury, UK) 
 
3.1 Descrição 
Este meio foi desenvolvido inicialmente para o isolamento de patógenos orais. 
Com a adição de 5% de sangue desfibrinado, este meio permite o crescimento da maioria 
dos microrganismos fastidiosos. O fosfato tamponado ajuda neutralizar os ácidos 
produzidos pela utilização da glicose, mantendo a viabilidade dos microrganismos. Este 
meio não é recomendado para a determinação das reações hemolíticas porque contém 
glicose em sua composição. . O pH do meio é 7,4±0,2. 
 
3.2 Preparo 
Adicionar 24,5 g do pó em 500 ml de água deionizada. A suspensão deve ser 
mantida em repouso por 10 min. e depois agitada. É esterilizada por autoclavagem a 
121°C por 15 min e resfriada a 47°C antes de distribuir sobre as placas. Caso deseje, 
adicionar assepticamente 5% de sangue desfibrinado de carneiro, misturar bem e 
distribuir nas placas de Petri. 
 
3.3. Armazenagem 
Armazenar as placas por período de até 7 dias em temperatura de 4°C, 
preferencialmente no escuro. 
 
3.4 Incubação 







Componentes Concentração (g/L) 
Infusão de sólidos de cérebro 
e coração 
17,5 
Proteose peptona 10 
Glicose 2 
Cloreto de sódio 5 
Fosfato di-sódico 2,5 
Agar número 2 12 
 
 
4. Brain Heart Infusion Broth (BHI) – LAB M (Bury, UK) 
 
4.1. Descrição 
Meio de infusão isotônico rico em triptose (uma mistura de carne e petonas do 
leite) promovendo uma ampla gama de substratos. Uma concentração baixa de glicose é 
utilizada para estimular o crescimento precoce. É ligeiramente tamponado para impedir a 
morte rápida de algumas espécies devido à produção de ácido. O pH do meio é 7,4±0,2. 
 
4.2. Preparo 
Dispensar 18,5 g do pó em 500 mL de água deionizada. A suspensão deve 
ficar em repouso por 10 minutos, sendo a seguir dissolvida sob aquecimento brando, 
antes de ser dispensada em tubos que são deixados semi-abertos durante a esterilização. 
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A esterilização é feita em autoclave a 121°C por 15 min. Os tubos são fechados o mais 
rápido possível após a esterilização. 
 
4.3. Armazenagem 
Armazenar em tubos com tampas, até 3 meses a 15-20°C protegidos da luz. 
 
4.4. Incubação 
Incubar aerobicamente a 37°C por até 15 dias. 
 
4.5. Fórmula 
Componentes Concentração (g/L) 
Infusão de sólidos de cérebro de boi 12,5 
Infusão de sólidos de coração 5,0 
Proteose peptona 10,0 
Glicose 2,0 
Cloreto de sódio 5,0 
Fosfato di-sódico 2,5 
 
 





As peptonas são incorporadas para máxima estimulação do crescimento 
microbiano. A glicose fornece fatores essenciais de crescimento para alguns anaeróbios. 
O nível baixo de glicose impede a produção de níveis elevados de ácidos e de alcoóis que 
poderiam inibir o crescimento microbiano. O agar inibe a absorção do oxigênio e corrente 
de propagação. O pH médio do meio é de 7,5±0,2. 
 
5.2. Preparo 
Misturar 22,5g do pó a 500 mL de água deionizada. A suspensão deve ser 
mantida em repouso por 10 minutos e depois agitada. Esterilizar em autoclave a 121ºC 
por 15 minutos e resfriada a 47ºC. Adicionar assepticamente 5% de sangue desfibrinado 
de carneiro, 500µL de Hemina e menadiona preparados previamente. Homogeneizar e 
distribuir em placas de Petri estéreis. 
 
5.3 Armazenagem 
Armazenar em placas de Petri por até 7 dias, em temperatura média de 4°C, 
fora do alcance da luz. 
 
5.4. Incubação 
Incubar a 37ºC anaerobicamente em atmosfera de 80% H2, 10% N2, 10% CO2, 





5.6 Fórmula  
Componentes Concentração (g/L) 
Peptona 10 
Extrato de carne 5.0 
Glicose 10,0 




6. Agar Mitis Salivarius (Difco, Becton & Dickison, MD, Estados Unidos) 
 
6.1 Descrição 
Meio de cultura empregado para o isolamento de Streptococcus mitis, S. 
salivarius, e Enterococcus. 
 
6.2. Preparo 
Misturar 90g do pó a 1000 mL de água deionizada. Dissolver o pó sob 
agitação e ferver por 1 minuto. Esterilizar em autoclave a 121ºC por 15 minutos e 
resfriada a 47ºC. 
 
6.3. Armazenagem 
Armazenar em placas de Petri por até 7 dias, em temperatura média de 4°C, 












6.5. Fórmula  
Componentes Concentração (g/L) 
Digerido pancreático de caseína 6,0 
Peptona de proteosa número 3  5,0 
Dextrose 1,0 
Sacarose 50,0 
Fosfato dipotássico 4,0 
Azul trípano 0,075g 







7. Agar MacConkey (Difco, Becton & Dickison, MD, Estados Unidos) 
 
7.1 Descrição 
Meio de cultura para isolamento e diferenciação de organismos entéricos. 
 
7.2. Preparo 
Misturar 50g do pó a 1000 mL de água deionizada. Dissolver o pó sob 
agitação e ferver por 1 minuto. Esterilizar em autoclave a 121ºC por 15 minutos e 
resfriada a 47ºC. 
 
7.3 Armazenagem 
Armazenar em placas de Petri por até 7 dias, em temperatura média de 4°C, 
fora do alcance da luz. 
7.4. Incubação 
Incubar a 37ºC aerobicamente por períodos entre 48 horas e 7 dias. 
 
7.5. Fórmula  
Componentes Concentração (g/L) 
Peptona 17 
Proteose peptona 3,0 
Lactose 10,0 
Sais biliares número 3 1,5 
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Cloreto de sódio 5,0 
Agar 13,5 
Vermelho neutro 0,03 
Cristal violeta 0,001 
 
 
8. Agar m Enterococcus (Difco, Becton & Dickison, MD, Estados Unidos) 
 
8.1. Descrição 
Meio de cultura empregado para o isolamento e contagem de Enterococcus 
em água e outros materiais através de filtração em membrana ou dispersão em placa. 
 
8.2. Preparo 
Misturar 42g do pó a 1000 mL de água estéril. Dissolver o pó sob agitação e 
ferver por 1 minuto. Esterilizar em autoclave a 121ºC por 15 minutos e resfriada a 47ºC. 
 
8.3. Armazenagem 
Armazenar em placas de Petri por até 7 dias, em temperatura média de 4°C, 
fora do alcance da luz. 
8.4. Incubação 
Incubar a 37ºC aerobicamente por períodos entre 48 horas e 7 dias. 
 
8.5. Fórmula  
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Componentes Concentração (g/L) 
Triptose 20,0 
Extrato de fungo 5,0 
Dextrose 2,0 
Fosfato dipotássico 4,0 
Azido de sódio 0,4 
Agar 10 
Cloreto de trifenil tetrazólio 0,1 
 
 
9. Agar Sabouraud Dextrose (Becton & Dickison, MD, Estados EUA) 
 
9.1. Descrição 





Misturar 65g do pó a 1000 mL de água estéril. Dissolver o pó sob agitação e 





Armazenar em placas de Petri por até 7 dias, em temperatura média de 4°C, 
fora do alcance da luz. 
 
9.4. Incubação 
Incubar a 37ºC aerobicamente por períodos entre 48 horas e 7 dias. 
 
9.5. Fórmula  
Componentes Concentração (g/L) 









APÊNDICE IV – Coloração de Gram 
 
1. Princípios 
É utilizada para o exame microscópio direto das amostras, para a 
caracterização das bactérias quanto a sua morfologia e quanto as características de sua 
parede celular. 
Emprega como corantes o cristal violeta, o iodo de Gram, o descorante 
(álcool-acetona) e o contracorante (safranina ou fucsina). O cristal violeta (violeta de 
genciana) serve como coloração primária, unindo-se à parede celular bacteriana após o 
tratamento com uma solução de iodo fraca, que serve como mordente para a ligação do 
corante. Algumas espécies bacterianas, devido à natureza química da parede celular, têm 
a capacidade de reter o cristal violeta, mesmo depois do tratamento com um descorante 
orgânico, como a mistura de partes iguais de álcool etílico a 95% e acetona. As bactérias 
que retêm o corante aparecem negro-azuladas quando observadas ao microscópio e são 
denominadas gram-positivas. Certas bactérias perdem a coloração primária com cristal 
violeta quando são tratadas com o descorante, talvez devido ao alto conteúdo lipídico da 
parede celular, sendo denominadas Gram-negativas. Assim, com a aplicação do 




a) Cristal Violeta 
Componente Quantidade 
Cristal violeta 2 g 
Álcool etílico a 95% 20 mL 
Oxalato de NH4 0,8g 




b) Iodo de Gram 
Componente Quantidade 
Iodeto de potássio 2 g 
Cristais de iodo 1g 
Água destilada 100 mL 
c) Descorante 
Componente Quantidade 
Acetona 50 mL 




Safranina 0 2,5 g 
Álcool etílico a 95% 100 mL 
Água destilada 100 mL 
 
3. Procedimentos 
a) Fazer sobre uma lâmina um esfregaço delgado do material em estudo e deixar 
secar no ar. 
b) Fixar o material na lâmina, utilizando-se o calor da chama no Bico de Bunsen. 
c) Colocar a lâmina em um suporte para coloração. 
d) Cobrir o esfregaço com a solução de cristal violeta, por 1 minuto. Lavar em água 
corrente. 
e) Cobrir o esfregaço com a solução de iodo de Gram, por um minuto. Lavar em água 
corrente. 
f) Aplicar o descorante por 15 segundos sobre a lâmina. 
g) Imediatamente, cobrir a lâmina com contracorante, por 30 segundos a 1 minuto. 
h) Deixar secar no ar, colocando a lâmina em posição vertical. 
i) Examinar em microscópio óptico, com óleo de imersão, com aumento de x100. 
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APÊNDICE V – Teste da Catalase 
 
1. Procedimentos 
Empregar colônias novas, com 24 a 72 horas de crescimento, 
preferencialmente de meios que não contenham agar. Com uma alça, colher uma porção 
da colônia e dispensar sobre uma lâmina de vidro estéril. Adicionar uma gota de peróxido 
de hidrogênio 15%.  
2. Interpretação dos resultados 
a) Reação positiva: formação de bolhas imediata 
b) Reação negativa: ausência de formação de bolhas. Formação de bolhas após 20 a 
30 segundos ocorrem pois algumas bactérias apresentam outras enzimas capazes 








APÊNDICE VI –  Teste da Oxidase – Bactident Oxidase (Merck, Alemanha) 
 
1. Princípios 
Os citocromos são proteínas que atuam como último elemento de ligação na 
cadeia respiratória aeróbia, transferindo hidrogênios ao oxigênio, com formação de água. 
O sistema citocromo é encontrado em microrganismos aeróbios, ou anaeróbios 
facultativos. Assim, a prova da oxidase é importante para identificação de microrganismos 
que carecem da enzima e são anaeróbios obrigatórios. A prova é importante na 
identificação de espécies pertencentes à Enterobacteriaceae (todas negativas) de 
bactérias como Pseudomonas, Aeromonas, Neisseria, Campylobacter e Pasteurella 
(todas positivas). 
A prova da citocromo-oxidase utiliza corantes que substituem o oxigênio como 
aceptor artificial de elétrons. No estado reduzido, o corante é incolor; entretanto, em 
presença de citocromo oxidase e de oxigênio atmosférico, a p-fenilenodiamina é oxidada 
e forma azul-de-indofenol. 
 
2. Procedimentos 
a) Realizar uma diluição da colônia em água bidestilada 
b) Aplicar o a fita impregnada com o corante 
c) Aguardar de 15 a 20 segundos. 
 
3. Resultados (após 15 a 20 segundos) 
a) Positivo – coloração roxa ou preta. 





APÊNDICE VII – Teste da Fluorescência 
 
Summanen et al (1993) descreve os procedimentos para execução do teste 
complementar de fluorescência. O emprego de meio de cultura contendo sangue de 
carneiro ou coelho intensifica a detecção de fluorescência de Porphyromonas e 
Prevotellas pigmentadas. 
1. Procedimentos 
a) As placas de cultura devem ter sido incubadas pelo menos por 7 dias. 
b) Expor uma placa de cultura bem próxima à luz ultra-violeta. 
c) Aguardar algum tempo. 
d) Observar se as colônias oferecem coloração vermelha 
e) Se o resultado for negativo, adicionar Adicione 0,1mL de metanol 100% a um tubo 
de Eppendorf, emulsionando uma colônia ou várias colônias de um mesmo 
microrganismo no metanol. Observe na câmara escura sob luz UW-UV. Se não 
houver mudança de cor está confirmado o resultado negativo, se desenvolver uma 
fluorescência vermelha é demonstrado um resultado positivo. Colônias 
pigmentadas de negro que fluorescem sob a luz UV podem ser supostamente 







APÊNDICE VIII - Fluxograma para seleção do kit de identificação microbiana, 
baseando












RAPID ID 32 A 
 
 
API 2O Strep 
API 2O Staph 
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APÊNDICE IX – Kits para Identificação Microbiana 
 
1. API 20 Strep - BioMérieux SA, Marcy-l’Etoile, France. 
 
1.1. Descrição 
Api 20 Strep é um método padronizado que combina 20 testes bioquímicos 
que permitem a identificação, em grupos ou espécies, da maioria dos Streptococcus 
encontrados na microbiologia médica. 
A fita do Api 20 Strep consiste em 20 microtubos contendo substratos 
desidratados para demonstração da atividade enzimática ou fermentação de açúcares. 
Os testes enzimáticos são inoculados com uma suspensão densa de 
microrganismos, feita de uma cultura pura, que é utilizada para reidratar os substratos 
enzimáticos. Os produtos metabólicos finais produzidos durante o período de incubação 
são revelados através de reações caracterizadas por alterações cromáticas que ocorrem 
espontaneamente ou por adição de reagentes. 
Os testes de fermentação são inoculados com um meio enriquecido (API GP 
Medium) que reconstituem os substratos de açúcares. A fermentação de carboidratos é 
detectada por uma mudança no indicador de pH. 
As reações são lidas de acordo com o quadro de leitura do manual do 
fabricante, e a identificação obtida no catálogo “Api 20 Strep Analytical Profile Index”, ou 




1.2. Procedimentos para identificação 
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Microrganismos são cultivados em placas de ágar-sangue por 18-24 horas a 
37°C, em condições aeróbicas ou anaeróbicas, de acordo com as melhores condições de 
crescimento das amostras. A cultura pura foi anteriormente confirmada pela morfologia e 
coloração do Gram, produção de catalase e requerimento gasoso. Esses procedimentos 
permitem a identificação primária das amostras como cocos Gram-positivos, catalase 
negativos e anaeróbios facultativos. 
Um swab estéril de algodão é utilizado para inoculação da bactéria no meio 
para suspensão “Suspension Medium” ou em água destilada estéril, para formar uma 
suspensão bacteriana homogênea com a turbidez equivalente ao padrão de McFarland 4. 
Cinco mL de água são colocados no recipiente de incubação para manter a umidade da 
atmosfera e a tira do Api Staph é colocada dentro da caixa. 
Uma pipeta estéril é então utilizada para preencher os microtubos da tira do 
Api Strep com o inóculo bacteriano preparado até a metade da fita (até o teste da 
arginina-ADH). A seguir, abre uma ampola de “API GP Medium” e transfere o resto da 
suspensão para dentro dela, mistura bem, e preenche a segunda metade da fita (testes 
de ribose-RIB até glicogênio-GLYG). O recipiente para incubação é tampado, e incubado 
a 37°C por 4 horas. 
Após o período de incubação, são adicionados os reagentes VP 1 e VP 2 no 
teste do piruvato de sódio (VP); ZYM A e ZYM B no teste de PYRA até LAP, e NIN no 
teste HIP. 
Todas as reações são lidas baseadas em cores que são classificadas como 
reações positivas e negativas de acordo com o quadro do item. 
Os resultados são colocados em uma folha de resposta, os números 
correspondentes às reações positivas são somados, e os códigos numéricos obtidos 
correspondem a uma determinada espécie bacteriana e são interpretados no catálogo 





2. Rapid ID 32 Strep - BioMérieux SA, Marcy-l’Etoile, France. 
 
2.1 Descrição 
Rapid ID 32 A é um sistema de identificação para estreptococos e 
microrganismos relacionados utilizando testes enzimáticos estandardizados e 
miniaturizados. Cada Kit contém 25 fitas, recipientes para incubação, folhas de resultados 
e um manual do Kit. Cada fita consiste de 32 cúpulas que são utilizadas para testes e 
contêm substratos desidratados. 
Após o período de incubação de 4 horas, as reações podem ser lidas 
visualmente, e a identificação obtida usando o catálogo “Rapid ID 32 A Analytical Profile 
Index” ou o site do fabricante na internet. 
 
2.2. Procedimentos para identificação 
Microrganismos são cultivados em placas Ágar sangue. A cultura pura foi 
anteriormente confirmada pela morfologia e coloração de Gram, produção de catalase e 
requerimento gasoso. 
Um swab estéril de algodão é utilizado para inoculação da bactéria no meio 
líquido “Suspension Medium” ou em água destilada estéril para formar uma suspensão 
bacteriana homogênea com a turbidez equivalente ao padrão de McFarland 4,0. 
Uma pipeta estéril é então utilizada para preencher as cúpulas com o inóculo 
bacteriano preparado no “Suspension Medium”. Duas gotas de óleo mineral são 
adicionadas a cúpula URE (1.0). O recipiente para incubação é tampado, e incubado a 
37°C anaerobicamete por 4 horas. 
Após o período de incubação, são adicionados os reagentes VP A e VP B no 
teste do VP (cúpula 0.0); FB nos testes APPA a GTA (cúpulas 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 e 0.5); e 
NIN no teste de HIP (cúpula 0.6). Todas as reações são lidas após 5 minutos baseadas 
em cores que são classificadas como reações positivas e negativas. 
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Os resultados são colocados em uma folha de resposta, os números 
correspondentes às reações positivas são somados, e os códigos numéricos obtidos 
correspondem a uma determinada espécie bacteriana e são interpretados no catálogo 
“Rapid ID 32 StrepAnalytical Profile Index” ou a leitura é feita site do fabricante na internet. 
 
3. API Staph - BioMérieux SA, Marcy-l’Etoile, France 
 
3.1. Descrição 
Api Staph (#20500) é um sistema de identificação dos gêneros 
Staphylococcus e Micrococcus utilizando testes bioquímicos padronizados. O sistema 
consiste de uma tira contendo substratos desidratados em microtubos individuais. Os 
testes são realizados adicionando a cada tubo uma alíquota do meio “Api Staph Medium” 
que foi inoculado com a amostra bacteriana a ser estudada. Cada Kit contém 25 tiras, 
recipientes para incubação, ampolas de “Api Staph Medium”, folhas de resultados e um 
manual do Kit. A identificação das amostras pode ser interpretada no catálogo “Api Staph 
Analytical Profile Index” ou no site do fabricante na internet. 
 
3.2. Procedimentos para identificação 
 Microrganismos são cultivados em placas de ágar-sangue por 18-24 horas a 
37 °C. A cultura pura foi anteriormente confirmada pela morfologia e coloração do Gram, 
produção de catalase e requerimento gasoso. Esses procedimentos permitem a 
identificação primária das amostras como cocos Gram-positivos, catalase positiva e 
aeróbios ou anaeróbios facultativos. 
Um swab estéril de algodão é utilizado para inoculação da bactéria no meio 
líquido “Api Staph Medium” para formar uma suspensão bacteriana homogênea com a 
turbidez equivalente ao padrão de McFarland 0,5. 
Cinco mL de água são colocados no recipiente de incubação para manter a 
umidade da atmosfera e a tira do Api Staph é colocada dentro da caixa. 
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Uma pipeta estéril é então utilizada para preencher os microtubos da tira do 
Api Staph com o inóculo bacteriano preparado no “Api Staph Medium”, evitando a 
formação de bolhas. Após preencher toda a tira, os tubos contento os testes da arginina 
(ADH) e uréia (URE) são preenchidos com óleo mineral para promover anaerobiose. O 
recipiente para incubação é tampado, e incubado a 37°C por 18-24 horas. 
Após o período de incubação, são adicionados os reagentes VP 1 e VP 2 no 
teste do piruvato de sódio (VP); NIT 1 e NIT 2 no teste do nitrato de potássio (NIT); e ZYM 
A e ZYM B no teste do ácido b-nafttil fosfato (PAL). Todas as reações são lidas baseadas 
em cores que são classificadas como reações positivas e negativas de acordo com o 
quadro do item 2.4. Os resultados são colocados em uma folha de resposta, os números 
correspondentes às reações positivas são somados, e os códigos numéricos obtidos 
correspondem a uma determinada espécie bacteriana e são interpretados no catálogo 
“Api Staph Analytical Profile Index”. 
 
4. Rapid ID 32 A - BioMérieux SA, Marcy-l’Etoile, France 
 
4.1.  Descrição 
Rapid ID 32 A é um sistema de identificação para anaeróbios utilizando testes 
enzimáticos estandardizados e miniaturizados. Cada Kit contém 25 fitas, recipientes para 
incubação, folhas de resultados e um manual do Kit. Cada fita consiste de 32 cúpulas, 29 
das quais são utilizadas para testes e contêm substratos desidratados. Após o período de 
incubação de 4 horas, as reações podem ser lidas visualmente, e a identificação obtida 
usando o catálogo “Rapid ID 32 A Analytical Profile Index” ou o site do fabricante na 
internet. 
  
4.2. Procedimentos para identificação 
Microrganismos são cultivados em placas contendo Fastidious Anaerobe Ágar 
mais sangue de carneiro desfibrinado por 24-48 horas a 37°C anaerobicamente. A cultura 
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pura foi anteriormente confirmada pela morfologia e coloração de Gram, produção de 
catalase e requerimento gasoso. 
Um swab estéril de algodão é utilizado para inoculação da bactéria no meio 
líquido “Suspension Medium” ou em água destilada estéril para formar uma suspensão 
bacteriana homogênea com a turbidez equivalente ao padrão de McFarland 4,0. 
Uma pipeta estéril é então utilizada para preencher as cúpulas com o inoculo 
bacteriano preparado no “Suspension Medium”. Duas gotas de óleo mineral são 
adicionadas a cúpula URE (1.0). O recipiente para incubação é tampado, e incubado a 
37°C em anaerobiose por 4 horas. 
Após o período de incubação, são adicionados os reagentes NIT 1 e NIT 2 no 
teste do NIT (cúpula 0.0) para verificar a redução de nitratos; JAMES no teste IND 
(cúpula0.1) para verificar a produção de indol; e FB nos testes de PAL a SerA (cúpula 0.2 
a 0.E). Todas as reações são lidas baseadas em cores que são classificadas como 
reações positivas e negativas. 
Os resultados são colocados em uma folha de resposta, os números 
correspondentes às reações positivas são somados, e os códigos numéricos obtidos 
correspondem a uma determinada espécie bacteriana e são interpretados no catálogo 
“Rapid ID 32 A Analytical Profile Index” ou no site do fabricante. 
 
5. Api 20 C AUX 
 
5.1 Descrição 
Api 20 C AUX é um sistema de identificação preciso para a maioria dos fungos 
encontrados na clínica microbiológica. 
O API 20 C AUX consiste em 20 microtubos contendo substratos desidratados 
para demonstração da atividade enzimática ou fermentação de açúcares. Os microtubos 
são inoculados com um meio semi-sólido e os fungos crescerão apenas se forem capazes 
de utilizar cada substrato. As reações são lidas em comparação com o crescimento 
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controle e identificação é obtida pelo catálogo Analytical Profile Index ou usando um 
programa computadorizado de identificação. 
 
5.2. Procedimentos para identificação 
Microrganismos são cultivados em placas de Agar Sabouraud 18-24 horas a 
37 °C, em condições aeróbicas ou anaeróbicas, de acordo com as melhores condições de 
crescimento das amostras. A cultura pura foi anteriormente confirmada pela morfologia e 
coloração do Gram, produção de catalase e requerimento gasoso. Esses procedimentos 
permitem a identificação primária das amostras como cocos Gram-positivos, catalase 
negativos e anaeróbios facultativos. 
Um swab estéril de algodão é utilizado para inoculação da bactéria em 2 mL 
meio para suspensão “Suspension Medium” ou em água destilada estéril, para formar 
uma suspensão bacteriana homogênea com a turbidez equivalente ao padrão de 
McFarland 2. São colocados 100 µ L no tubo “C Medium”. Uma pipeta estéril é então 
utilizada para preencher os microtubos da tira do API C AUX com o inóculo bacteriano 
preparado C Medium. Evite a formação de bolhas. Incubar a 30ºC por 48-72 horas. 
Após o período de incubação checar o crescimento, após 48 h o GLU deve 
estar mais turvo que o controle (cúpula “0” da galeria) para ser interpretada a leitura d e 
toda galeria. Através do catálogo “Analytical Profile Index” os resultados numéricos 
obtidos pelas reações podem ser identificados. 
 
6. RapID NH system - Innovative Diagnostic Systems Inc., Atlanta, GA., USA. 
 
6.1. Descrição 
O sistema RapID NH é um método miniaturizado qualitativo empregado para 
identificação de espécies clinicamente significantes de Neisseria e Haemophilus, e 
também Eikenella e Actinobacillus, através de substratos convencionais e cromogênico. 
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Cada Kit consiste de 20 recipientes para testes de RapID NH, blocos de 
anotações para resultados e um manual de instruções. 
Após 4 horas de incubação as reações são obtidas através da leitura visual. 
Identificações são realizadas usando cada escore de teste individual, em 
conjunto com as informações obtidas através da morfologia colonial, coloração de Gram, 
produção de catalase e requerimento gasoso. O resultado padrão do escore positivo e 
negativo é usado como base para identificação do teste isolado pela comparação dos 
resultados obtidos com resultado padrão que é encontrado no manual de dados (RapID 
NH System Code Compendium). 
O recipiente de teste RapID NH e reagentes devem ser estocados a 2-10ºC. O fluido para 
inoculação RapID (RapID Inoculation Fluid), deve ser estocado a 15-30ºC, na embalagem 
original. 
 
6.2. Procedimentos para identificação 
Os microrganismos são subcultivados em placas contendo FAA + 5% de 
sangue de carneiro por 18 a 24 horas a 37o C. As culturas puras são primariamente 
checadas pela morfologia da colônia, coloração de Gram, produção de catalase e 
requerimento gasoso. 
Um swab estéril é usado para inoculação das colônias bacterianas no fluido 
de inoculação RapID. A suspensão do microrganismo que será testado deve atingir no 
mínimo o equivalente ao padrão MacFarland 3 (uma suspensão com turbidez menor que 
o padrão MacFarland 3 pode comprometer o desenvolvimento do teste). As suspensões 
são agitadas (se necessário) e usadas até 15 minutos do preparo. A película de proteção 
do recipiente é devidamente deslocada para a inoculação bacteriana. 
Uma pipeta estéril é introduzida na suspensão bacteriana e todo o conteúdo é 
transferido para o recipiente de teste, na cúpula do canto direito superior. O recipiente 
para teste é então selado novamente pela película de proteção, mantendo-o em posição 
horizontal em superfície plana. Este é gentilmente inclinado, de forma que a suspensão 
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seja distribuída uniformemente nas cúpulas superiores. Em seguida o recipiente é 
inclinado aproximadamente 45° C durante 4 horas.  
Após a incubação do recipiente, cada cavidade é examinada quanto à reação 
enzimática, observando presença ou ausência de coloração, sendo este o primeiro 
resultado. 
Ao adicionarmos os reagentes nas cavidades de teste específicas, obtém-se o 
segundo resultado, através da reação do reagente e observando-se a alteração de cor. O 




APÊNDICE X – Dados clínicos e microbiológicos dos canais radiculares de 30 pacientes 
com dentes indicados para tratamento endodôntico com necrose pulpar 
e abscesso periapical. 
 
CASO DENTE CARACTERÍSTICAS CLÍNICAS MICROORGANIMOS 
1 31 
30 anos, feminino, dor prévia, dente 
hígido, dor à palpação, dor à percussão, 
edema, odor, canal seco, lesão 
periapical. 
A. odontolitycus, B. ureolyticus,       
B. bifidum, F. magna, G.morbillorum, 
P. gingivalis, P. buccae,     
Prevotella. spp, P. acnes 
2 11 
21anos, masculino, dente cariado, dor à 
palpação, dor à percussão, edema, 
mobilidade, odor, canal seco, 
espessamento do espaço periodontal 
apical. 
B. adolescentis, Bifidobacterium 
spp, Capnocytophaga spp.,            
F. magna, G. morbillorum, P. micros, 
P. endodontalis, P. buccae,             
P. disiens, P. intermedia, P. oralis 
3 23 
38 anos, feminino, dente cariado, dor à 
palpação, dor à percussão, canal 
molhado, exsudato purulento, 
espessamento do espaço periodontal 
apical. 
B. ureolyticus, G. morbillorum,         
P. micros, P. assacharolytica,           
P. endodontalis, Prevotella disiens,   
P. oralis, P. propionicum 
4 42 
66 anos, masculino, dor prévia, dente 
hígido, dor à percussão, mobilidade, 
odor, canal molhado, exsudato purulento, 
lesão periapical. 
Bifidobacterium spp, C. botulinum,   
F. nucleatum, G. morbillorum,          
P. micros, P. gingivalis, P. oralis,     
S. constellatus,Veillonella spp. 
5 26 
20 anos, feminino, dente restaurado, dor 
à percussão, odor, canal molhado, 
exsudato purulento, lesão periapical. 
A. meyerii, A. prevotii, P. micros,     
P. disiens, P. intermedia, P. oralis 
6 22 
36 anos, feminino, dor prévia, dente 
restaurado, dor à palpação, dor à 
percussão, edema, mobilidade, odor, 
canal molhado, exsudato purulento, 
lesão periapical. 
C. bifermentans, G. morbillorum,    
P. micros, P. buccae 
7 46 
31 anos, masculino, dor prévia, dente 
cariado, dor à percussão, odor, canal 
molhado, exsudato purulento, lesão 
periapical. 
Clostridium spp, F. necrophorum,   





APÊNDICE X - Dados clínicos e microbiológicos dos canais radiculares de 30 pacientes 
com dentes indicados para tratamento endodôntico com necrose pulpar 
e abscesso periapical (Continuação). 
 
CASO DENTE CARACTERÍSTICAS CLÍNICAS MICROORGANIMOS 
8 25 
31 anos, feminino, dor prévia, dente 
cariado, dor à palpação, dor à 
percussão, fístula, canal seco, lesão 
periapical. 
E. lenta, F. necrophorum,               
G. morbillorum,P. buccae 
9 37 
42 anos, feminino, dente cariado, dor à 
palpação, dor à percussão, canal seco, 
lesão periapical. 
P. buccae, P. intermedia, P. oralis,  
S. epidermidis 
10 11 
26 anos, feminino, dente restaurado, dor 
à palpação, dor à percussão, edema, 
mobilidade, odor, canal molhado, 
exsudato purulento, lesão periapical. 
P. buccae, P. micros, E. lenta,         
P. oralis, A. prevotii 
11 11 
23 anos, feminino, dente hígido, dor à 
palpação, dor à percussão, edema, 
mobilidade, canal seco, lesão periapical. 
C. difficile, P. propionicum,              
F. necrophorum, H. parainfluenzae, 
Capnocytophaga spp. 
12 12 
34 anos, feminino, dente restaurado, dor 
à palpação, dor à percussão, odor, canal 
molhado, exsudato purulento, 
espessamento do espaço periodontal 
apical. 
C. botullinum, F. necrophorum,        
P. disiens, P. micros, P. buccae,     
E. lenta, P. intermedia, F. magna 
13 13 
47 anos, feminino, dente cariado, dor à 
percussão, canal molhado, exsudato 
hemorrágico-purulento, lesão periapical. 
S. xylosus, S. aureus,                  
G. morbillorum, A. viridans,              
P. micros. 
14 11 
41 anos, masculino, dente hígido, dor à 
palpação, dor à percussão, edema, 
espessamento do espaço periodontal 
apical, canal molhado, exsudato 
hemorrágico, lesão periapical. 
P. disiens, P. intermedia,               
P. oralis, C. acetobutyricum,           
G. morbillorum, A. prevotii. 
15 16 
25 anos, masculino, dor prévia, dente 
restaurado, dor à palpação, dor à 
percussão, edema, odor, canal seco, 
lesão periapical. 
P. intermedia,C. tetani, P. micros,   
E. limosum, B. capillosus, F. magna, 




APÊNDICE X - Dados clínicos e microbiológicos dos canais radiculares de 30 pacientes 
com dentes indicados para tratamento endodôntico com necrose pulpar 
e abscesso periapical (Continuação). 
CASO DENTE CARACTERÍSTICAS CLÍNICAS MICROORGANIMOS 
16 46 
24 anos, masculino, dente cariado, dor à 
percussão, odor, canal molhado, 
exsudato purulento, lesão periapical. 
P. intermedia,P. loescheii,             
P. gingivalis,C. botulinum, P.micros, 
A. meieri,B. ureolyticus 
17 12 
42 anos, masculino, dor prévia, dente 
restaurado, dor à palpação, dor à 
percussão, edema, mobilidade, odor, 
canal molhado, exsudato purulento, 
lesão periapical. 
P. micros, C. botullinum,                
B. ureolyticus, P. acnes,                   
C. bifermentans, P. gingivalis. 
18 33 
70 anos, feminino, dor prévia, dor à 
percussão, odor, canal molhado, 
exsudato hemorrágico-purulento, lesão 
periapical. 
P. micros, F. magna,P. acnes, 
Clostridium spp., F. nucleatum,       
E. lenta. 
19 11 
31 anos, feminino, dente cariado, dor à 
palpação, dor à percussão, edema, 
mobilidade, odor, canal molhado, 
exsudato hemorrágico-purulento, lesão 
periapical. 
P. micros, F. magna 
20 22 
39 anos, feminino, dente restaurado, dor 
à palpação, dor à percussão, edema, 
mobilidade, odor, canal seco, lesão 
periapical. 
C. albicans, P. micros,                  
P. disiens, Clostridium spp.,               
F. nucleatum. 
21 46 
21 anos, feminino, dente restaurado, dor 
à palpação, dor à percussão, edema, 
mobilidade, canal molhado, exsudato 
purulento, lesão periapical. 
E. faecalis, Neisseria spp. 
22 35 
62 anos, feminino, dente restaurado, dor 
à palpação, dor à percussão, edema, 
mobilidade, odor, canal seco, lesão 
periapical. 
E. coli, G. morbillorum,                    
S. epidermidis, S. maltophilia. 
23 24 
60 anos, feminino, dente cariado, dor à 
palpação, dor à percussão, edema, 
mobilidade, odor, canal molhado, exsudato 
purulento, espessamento periapical. 
A. naeslundii, A. odontolyticus,       
B. ureolyticus, C. tyrobutyricum,       





APÊNDICE X - Dados clínicos e microbiológicos dos canais radiculares de 30 pacientes 
com dentes indicados para tratamento endodôntico com necrose pulpar 
e abscesso periapical (Continuação). 
 
CASO DENTE CARACTERÍSTICAS CLÍNICAS MICROORGANIMOS 
24 13 
49 anos, feminino, dente restaurado, dor 
à palpação, dor à percussão, edema, 
mobilidade, odor, canal molhado, 
exsudato purulento, lesão periapical. 
E. coli 
25 46 
42 anos, feminino, dente cariado, dor à 
palpação, dor à percussão, edema, 
mobilidade, canal molhado, exsudato 
purulento, lesão periapical. 
A. prevotii, B. ureolyticus, C. bifidum, 
G. morbillorum,                                
P. intermedia/nigrescens. 
26 24 
42 anos, feminino, dente cariado, dor à 
palpação, dor à percussão, edema, canal 
molhado, exsudato purulento, 
espessamento periapical. 
Prevotella spp., P. acnes,     
Neisseria spp. 
27 36 
27 anos, masculino, dente restaurado, 
dor à palpação, dor à percussão, edema, 
mobilidade, odor, canal molhado, 
exsudato purulento, espessamento 
periapical. 
C. botullinum, P. micros. 
28 16 
44 anos, feminino, dente cariado, dor à 
palpação, dor à percussão, edema, 
mobilidade, odor, canal molhado, 
exsudato purulento, lesão periapical. 
B. ureolyticus, E. limosum,               
P. buccae. 
29 24 
45 anos, feminino, dente restaurado, dor 
à palpação, dor à percussão, edema, 
canal seco, lesão periapical. 
A. naeslundii, E. limosum,               
G. morbillorum. 
30 26 
26 anos, feminino, dente cariado, dor à 
percussão, odor, canal seco, lesão 
periapical. 
B. ureolyticus, C. tyrobutyricum,       






APÊNDICE XI – Dados microbiológicos das amostras de saliva de 30 pacientes com dentes 
indicados para tratamento endodôntico com necrose pulpar e abscesso 
periapical. 
CASO MICRORGANISMOS ISOLADOS 
1 Staphylococcus caprae 
2 Anaerococcus prevotii 
3 Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis 
4 Staphylococcus epidermidis, Streptococcus intermedius 
5 Candida albicans 
6 Gemella morbillorum, Staphylococcus epidermidis 
7 Staphylococcus caprae 
8 Streptococcus intermedius 
9 Candida albicans, Streptococcus oralis 
10 Staphylococcus aureus 
11 Staphylococcus haemophylus 
12 Staphylococcus epidermidis 
13 Staphylococcus caprae, Streptococcus mitis 1 
14 Gemella morbillorum 
15 Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis 
16 Candida albicans, Haemophylus aprophylum 
17 Enterococcus faecalis 
18 Candida albicans 
19 Staphylococcus epidermidis, Streptococcus mitis 1 
20 Haemophylus paraprophylum 
21 Streptococcus mitis 1, Streptococcus mutans 
22 Streptococcus oralis 
23 Candida albicans, Haemophylus paraprophylum 
24 Candida albicans 2, Streptococcus mitis 1 
25 Streptococcus oralis 
26 Enterococcus faecalis, Staphylococcus epidermidis 
27 Haemophylus paraprophylum 
28 Streptococcus mitis 1 
29 Enterococcus faecalis 
30 Streptococcus spp. 
 
